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Bevezetés
A fehérjék funkciójukat kölcsönhatásaikon keresztül fejtik ki. A fehérjék molekuláris felismerési
folyamatainak megértése kulcsfontosságú a molekuláris rendszerek mu˝ködésének feltárásában.
Ma már jól ismert, hogy a fehérjék nem valamilyen statikus, merev testként viselkednek, hanem
a szerkezetük dinamikusan változik; igaz ez azokban a folyamatokban is, amelyekben a fehérjék
valamilyen molekuláris komplexet alakítanak ki.
A fehérjék egy nemrégen felfedezett csoportjában a szerkezeti dinamikának még a szerke-
zetnél magánál is lényegesebb szerepe van. Az ún. rendezetlen fehérjék szabad állapotban, tehát
amikor nem köto˝dnek valamilyen biológiai partnerhez, nem rendelkeznek jól meghatározott há-
romdimenziós szerkezettel, hanem konformációs állapotok közötti gyors fluktuációt végeznek.
Sok esetben azonban, amikor valamilyen célmolekulához köto˝dnek, rendezett szerkezetet vesz-
nek fel. A kapcsolt felgombolyodás és köto˝dés leírására két modell létezik, az indukált illesz-
kedés és a konformációkiválasztás. Az indukált illeszkedés szerint a ligandum köto˝dése váltja
ki azokat a konformációváltozásokat, amelyek során a rendezetlen lánc a komplexre jellemzo˝
rendezett szerkezetet veszi föl. A konformációkiválasztás esetében a rendezetlen fehérje szabad
állapotban különbözo˝ konformációs állapotok között fluktuál, köztük a komplexbeli konformá-
ciót is fölveszi, és a ligandum mintegy kiválasztja ezt a konformációt azáltal, hogy ezzel képes
a legkedvezo˝bb kötést kialakítani. A legújabb eredmények azt mutatják, hogy egy adott komplex
képzo˝désében mindkét mechanizmus szerepet játszhat, de különbözo˝ mértékben.
A kapcsolt felgombolyodás és köto˝dés elméletét olyan esetekre dolgozták ki, ahol az egyik
résztvevo˝ lényegében merevnek tekintheto˝ – a kapcsolt felgombolyodás és köto˝dés tehát csak
a flexibilis partner esetében értelmezheto˝. Rendezetlen peptidek homodimerképzése során azon-
ban mindkét lánc átmegy egy rendezetlen-rendezett átmeneten. Nyilvánvaló, hogy ha a hagyo-
mányos fogalomrendszer szerint próbáljuk leírni a folyamatot, meg kell válaszolni azt a kérdést,
hogy míg az egyik lánc rendezett szerkezetének kialakulása folyamatban van – függetlenül attól,
hogy a köto˝dés elo˝tt, közben, vagy után következik be –, mi történik a másik lánccal, hiszen
a dimer kialakulása során mindkét lánc rendezo˝dése végbemegy. Tehát nem egyszeru˝en a köto˝-
dési folyamat és egyetlen lánc rendezo˝dési folyamatának ido˝beli viszonyát kell vizsgálni, hanem
a köto˝désen túl két lánc rendezo˝dését, és azoknak ido˝beli viszonyait is figyelemmel kell kísérni.
További kérdéseket vet föl a két lánc szekvenciájának azonosságából eredo˝ inherens szim-
metria. Vajon a szekvenciabeli szimmetriából az alapállapot szimmetriája is következik? Ha pe-
dig az alapállapot szimmetrikus, vajon a dimerkialakulás során is szimmetrikusan viselkedik
a két lánc?
Munkámban két rendezetlen peptid által képzett rendezett komplex kialakulásának fogal-
mi leírását kísérlem meg a hagyományos fogalomrendszerbo˝l kiindulva, és választ keresek arra
a kérdésre, hogy a szekvenciák szimmetriája megnyilvánul-e a dimerképzo˝dési folyamat során.
Tudomásom szerint ezidáig senki nem vizsgálta egzakt modellek segítségével rendezetlen pepti-
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dek homodimerképzo˝dését. Munkám során tehát elo˝ször teszek kísérletet egyszeru˝sített, egzakt
modellek, és a modellek segítségével definiált dinamikus hálózatok alkalmazásával rendezetlen
peptidek kölcsönös kapcsolt felgombolyodásának és köto˝désének kvantitatív leírására.
Fehérjék felgombolyodásának statisztikus mechanikája
Anfinsen 1961-es kísérletében kimutatta, hogy a ribonukleáz A aktív állapotának szerkezete ter-
modinamikailag meghatározott [1]. Késo˝bb ezt általánosította „termodinamikai hipotézis” né-
ven. A termodinamikai hipotézis kimondja, hogy egy fehérje natív állapota normális fiziológiás
körülmények (pH, oldószer, ionero˝sség stb.) között az az állapot, amelyben az egész rendszerre
(fehérje és oldószer) nézve a szabadentalpia minimális [2].
Levinthal gondolatkísérletében megvizsgálta, hogy lehetséges-e az, hogy a fehérjék véletlen
keresés során találjanak rá natív állapotukra. Levinthal gondolatmenetét követve, feltételezve,
hogy egy 150 aminosav hosszú peptidláncban minden aminosavnak 3 lehetséges állapota van,
a lehetséges konformációk száma 3150 ≈ 4 · 1071. Ha a lánc 1 ps-onként látogat meg egy kon-
formációt, akkor 1059 s ≈ 3 · 1051 év szükséges az összes konformáció végigpróbálásához, ami
jóval több, mint az univerzum becsült kora.
A mérések azonban azt mutatják, és a biológiai kényszerek is megkövetelik, hogy egy fehérje
felgombolyodása akár mikroszekundumos ido˝skálán is végbemehet. Az ellentmondás Levin-
thal szerint úgy oldható fel, ha feltételezzük, hogy a felgombolyodás jól definiált útvonalakon
zajlik, ami leheto˝vé teszi, hogy a csillagászati számú konformációnak csak egy töredékét kell
végigjárni a felgombolyodás során [3]. Ennek egyik lehetséges módja, ha lokális kölcsönhatások
lokális szerkezeteket hoznak létre, és ezek mintegy felgombolyodási magokként szolgálnak és
megszabják a harmadlagos szerkezet kialakulásának menetét [4].
Sokáig az a nézet uralta a fehérjék felgombolyodásáról való gondolkodást, hogy a felgombo-
lyodás során a fehérje jól definiált állapotok során keresztül jut el a natív állapotba. Egy útvonal
lehet például
D→ I1→ I2→ I3→ N, (1)
ahol D a denaturált, N pedig a natív állapot, az I állapotok pedig különbözo˝ köztes állapotokat
jelölnek.
Több kísérletben is azt találták, hogy a felgombolyodást különbözo˝ állapotokból elindítva
a fehérje ugyanabba a natív állapotba gombolyodott föl, tehát legalább néhány különbözo˝ útvo-
nalnak léteznie kell [5].
A fehérjék energetikájára és felgombolyodására jelenleg is elfogadott nézetet a spinüvegek
elmélete ihlette. A spinüvegek olyan rendszerek, amelyekben az egyes kölcsönhatások kapcsolt-
sága miatt nagy a frusztráció – azaz az egyes kedvezo˝ kölcsönhatások nem elégítheto˝k ki egy-
szerre, és ennek következtében a szabadenergiafelszín durva. A frusztráció következtében az
átalakulások lassúak, csak nagyon magas ho˝mérsékleten gyorsulnak föl, és ilyen magas ho˝mér-
sékleten, ha van is a rendszernek egy kitüntetett, a natív állapottal analóg állapota, az a magas
ho˝mérséklet miatt csak kis valószínu˝séggel valósul meg.
Aminosavak véletlen heteropolimereit vizsgálva, azt találták, hogy ezeknek a szekvenciák-
nak a legtöbbje hasonlóan viselkedik a spinüvegekhez [6]. Az élo˝ szervezetekben talált, rendezett
natív állapottal rendelkezo˝ fehérjék azonban nem ilyenek. Ezek natív állapota a viszonylag gyors
felgombolyodás ho˝mérsékletén is stabilis. Ezt kvantitatíven a Tf  Tg összefüggés írja le, ahol
Tf a felgombolyodási ho˝mérséklet, Tg pedig az úgynevezett üvegátmeneti ho˝mérséklet [7]. Az
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1. ábra. Fehérje hipotetikus energia-felszíne valamilyen felgombolyodási paraméter függvényében. A töl-
csér alak teszi leheto˝vé egyes szekvenciák gyors felgombolyodását olyan ho˝mérsékleten, ahol a natív
állapot stabilis [9].
üvegátmeneti ho˝mérsékletre többféle definíció is ismert, de ezek mind arra a jelenségre reflek-
tálnak, hogy az olyan sok szabadsági fokú és frusztrált rendszerek dinamikája, mint amilyenek
a fehérjék vagy a spinüvegek, egy bizonyos ho˝mérséklet alatt hirtelen nagyon lelassul, a rendszer
lényegében néhány alacsony energiájú állapot valamelyikébe befagy [8].
A felgombolyodási ho˝mérsékleten a natív állapot még kello˝en stabilis és a ho˝mérséklet csök-
kentésével a stabilitása növekszik. A rendszer dinamikája lassabb lesz, és ezzel a natív állapot
eléréséhez szükséges ido˝ viszont növekszik a ho˝mérséklet csökkentésével. Ha tehát a felgom-
bolyodási ho˝mérsékleten a rendszer még kello˝en dinamikus – tehát Tf > Tg, akkor a rendszer
gyorsan képes elérni a natív állapotát, ami kello˝en stabilis is.
A szabadenergia-felszín durvaságát a kölcsönhatások frusztráltsága okozza, ezért az élo˝ szer-
vezetben található rendezett fehérjék kölcsönhatásai minimálisan frusztráltak. Az evolúció során
tehát a minimálisan frusztrált szekvenciák maradtak meg. Az ilyen minimálisan frusztrált szek-
venciák energiafelszíne egy tölcsérre emlékeztet, azaz minél jobban hasonlít egy konformáció
a natív konformációra, átlagosan annál alacsonyabb az energiája. Lehetnek ugyan a tölcsér falán
lokális minimumok, de ezek a tölcsér központi üregének a mélységéhez viszonyítva sekélyek
(1. ábra) [7].
A felgombolyodási képesség gyakorlati szempontú kritériuma szerint azok a fehérjék jól
felgombolyodók, amelyekre fennáll az
〈E〉d−Enat
σdE
 1 (2)
összefüggés, ahol Enat a natív állapot energiája, 〈E〉d a denaturált állapotok energiájának átlaga
és σdE a denaturált állapotok energiáinak szórása [10].
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A felgombolyodási képesség kapcsolatba hozható a kétállapotú kooperativitással is; a kétál-
lapotú kooperativitás egy gyakran használt kritériuma az, hogy a (∆HvH) van’t Hoff entalpia és
a (∆Hcal) kalorimetrikus entalpia aránya közel legyen 1-hez, azaz
∆HvH/∆Hcal ≈ 1, (3)
amit kalorimetrikus kétállapotúságnak nevezünk. Ha tehát meg akarjuk vizsgálni, hogy egy ener-
giafüggvény mennyire teljesíti a kalorimetrikus kétállapotúság kritériumát, ki kell számítanunk
ezt az arányt.
Mivel a fehérjék asszociációja során ugyanazok a kölcsönhatástípusok játszanak szerepet,
mint a fehérjék felgombolyodásakor, ezért feltételezheto˝, hogy az asszociációs energiafelszín is
tölcsér alakú, akárcsak a felgombolyodás energiafelszíne [11, 12]. A köto˝dés során a különbözo˝
láncok asszociációja megfeleltetheto˝ a „hidrofób felgombolyodási egységek”, „mikrodomének”,
„aldomének” asszociációjának, magasabb szinten a már felgombolyodott domének asszociáció-
jának. Az egyetlen különbség a láncok folytonossága [12]. A komplexképzo˝dés mechanizmusát
az határozza meg, hogy milyen a felgombolyodási és a köto˝dési tölcsér egymáshoz viszonyított
alakja [13].
Rendezetlen fehérjék
Évtizedeken keresztül a fehérjék mu˝ködési mechanizmusára az egyetlen magyarázat az volt,
hogy a fehérjék valamilyen jól meghatározott szerkezettel bírnak, és ez a szerkezet határoz-
za meg a funkciót, amit ellátnak. A kilencvenes évek végén, kétezres évek elején több kutató-
csoportban is felfigyeltek arra, hogy van a fehérjéknek egy bizonyos csoportja, amelyeknek az
aminosavösszetétele jellemzo˝en eltér a korábban részletesen vizsgált és a natív állapotban jól
meghatározott szerkezettel rendelkezo˝ fehérjék aminosavösszetételéto˝l [14, 15, 16].
Ezek a fehérjék a különbözo˝ szerkezetmeghatározó módszerek szerint is (pl. NMR, rönt-
gen-diffrakció, cirkuláris dikroizmus) sajátos, a rendezett fehérjékto˝l eltéro˝ viselkedést mutatnak
[17]. Általában a rendezetlenség indikátorának tartják, ha a fehérjelánc bizonyos szakaszai nem
látszanak a röntgenszerkezetben [18, 19]. A rendezetlen fehérjék CD spektruma is jellegzetes,
a módszer alkalmas a rendezetlen fehérjékre jellemzo˝, reziduális másodlagos szerkezeti elemek
kimutatására is [20, 21]. Habár jól definiált szerkezetük nincs, mégis jól meghatározott funkci-
ót képesek ellátni, amihez nemhogy nem szükséges a jól meghatározott szerkezet, de bizonyos
esetekben kimondottan annak hiánya az, ami a funkció ellátását leheto˝vé teszi [22, 23, 24].
Habár szabad állapotban a rendezetlen fehérjék nem rendelkeznek jól meghatározott szer-
kezettel, gyakran valamilyen partnerhez való köto˝dés során rendezett szerkezetu˝vé válnak. Ezt
a jelenséget nevezik kapcsolt felgombolyodás-köto˝désnek [25]. A köto˝partner lehet kisméretu˝
részecske, pl. ion, vagy kisméretu˝ szerves molekula, de lehet biológiai makromolekula, pl. DNS
vagy egy másik fehérje. Elo˝fordul az az eset is, hogy a rendezetlen fehérje rendezett homodimert
képez, pl. Arc represszor [26].
Bár korábban szinte teljesen kiestek a fehérjekutatók látókörébo˝l, kiderült róluk, hogy na-
gyon elterjedtek az élo˝világban, különösen az eukarióta szervezetek között [27]. Például Dro-
sophila melanogaster genomját vizsgálva azt találták, hogy a genomban található fehérjeszek-
venciák 17%-a rendezetlen fehérjét kódol [16]. A proteomot vizsgálva azt találták, hogy míg az
E. coli fehérjéinek 13,7%-a, addig a söréleszto˝ (Saccharomyces cerevisiae) fehérjéinek 49,1%-a
tartalmaz legalább egy, legalább 30 aminosav hosszúságú rendezetlen szakaszt [28, 29].
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A rendezetlen fehérjék különösen gyakoriak bizonyos molekuláris, ill. celluláris funkciók
ellátásában szerepet játszó fehérjék között. Ilyen celluláris funkciók a
• transzkripció, transzláció szabályozása
• jelátvitel, sejtciklus szabályozása
• mRNS feldolgozás, splicing
• citoszkeleton organizációja
[17, 30, 31, 32].
Megfigyelheto˝, hogy ezek mind olyan folyamatok, amelyekben központi szerepe van vala-
milyen makromolekuláris felismerési folyamatnak. A transzkripció és transzláció, valamint az
mRNS feldolgozás során elso˝sorban fehérje-nukleinsav, a jelátvitel és a sejtciklus szabályozásá-
ban pedig elso˝sorban fehérje-fehérje kölcsönhatások játszanak szerepet.
A rendezetlenségnek több elo˝nye is van, amelyek megindokolják, hogy miért a fenti mole-
kuláris folyamatok azok, ahol leggyakrabban találkozhatunk rendezetlen fehérjékkel. Az egyik
ilyen, sokszor hangoztatott elo˝ny, hogy a rendezetlen fehérjék által létrehozott kötések nagy
specificitásúak, de kis affinitásúak. A specificitás a nagyméretu˝ interfésznek köszönheto˝, a kis
affinitás pedig a nagy konformációsentrópia-csökkenésnek a köto˝dés – és az ezzel kapcsolt lánc-
rendezo˝dés – során. Ezt az általános nézetet kérdo˝jelezik meg azonban Dogan és munkatársai.
Összehasonlítva a rendezett és a rendezetlen fehérjék komplexeinek kötési állandóit, nem találtak
különbséget a két típus között [33].
Jellemzo˝ a rendezetlen fehérjékre, hogy több különbözo˝ partnerrel képesek komplex kialakí-
tására, és ezekben a komplexekben más-más konformációt vehetnek fel [34, 35]. A rendezetlen
fehérjék köto˝dése gyorsabb, mint a rendezetteké.
A rendezetlenség jóslása
Mivel a rendezetlen fehérjék aminosavösszetétele jellegzetesen eltér a rendezett fehérjékéto˝l
[16, 36], sok rendezetlenségjósló eljárás az adott polipeptidlánc, vagy a polipeptidlánc egy sza-
kaszának aminosavösszetétele alapján jósolja, hogy az adott szakasz rendezett vagy rendezet-
len [37, 38, 39, 40, 41]. A teljes, húszdimenziós aminosavösszetétel-teret egy, a rendezetlenség
mértékét meghatározó változóba való R20→ R leképezés helyett a probléma kezelheto˝ségének
javítása érdekében használható pl. az azR2→R leképzés, ahol megelégszünk azzal, hogy a pon-
tos aminosavösszetétel helyett az átlagos hidrofobicitással és az egy aminosavra eso˝ nettó töltés
abszolút értékével jellemezzünk egy adott szekvenciát. A hidrofobicitás – nettó töltés alapján
végzett leképezés alkalmazásával a rendezetlen és a rendezett polipeptidláncok, ill. szakaszok
elég jó elkülönülése érheto˝ el [36].
Gyakori tapasztalat, hogy rövid láncokra, vagy rövid peptidszakaszokra a rendezetlenség-
jósló eljárások kevésbé hatékonyak, mint hosszabb láncokra [42, 43, 44]. A téves osztályozás
mögött gyakran az a jelenség áll, hogy a hidrofobicitás – nettó töltés síkon a rendezett és a
rendezetlen polipeptidláncokhoz tartozó pontokat tartalmazó részsíkok átfednek. Adódik tehát
a feltételezés, hogy rövid láncokra az átfedo˝ rész kiterjedtebb, mint hosszabbakra [45].
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Molekuláris felismerés biológiai makromolekuláknál
A hagyományos szerkezet-funkció paradigma szerint a fehérjék funkcióját a háromdimenziós
szerkezetük határozza meg. Emil Fischer a XIX. század végén az enzimmu˝ködés magyaráza-
tára állította fel híres hipotézisét, miszerint az enzim felszínének olyan a mintázata, hogy abba
a szubsztrát mint kulcs a zárba illeszkedik bele [46]. Innen a közkeletu˝ „kulcs-zár hipotézis”
elnevezés. Nyilvánvaló, hogy Fischer a fehérjék szerkezetét merevnek tekintette.
Késo˝bb több olyan felfedezést is tettek az enzimmu˝ködést vizsgáló kutatók, amelyek arra
mutattak, hogy a Fischer-féle magyarázat nem kielégíto˝. Fölfedeztek például olyan enzimeket,
amelyek esetében a szubsztrát távollétében a köto˝hely, ahova a szubsztrátnak kötnie kell, nem
hozzáférheto˝. Ha azonban a szubsztrát valamilyen aspecifikus módon kötött az enzimhez, elo˝-
idézte annak konformációs átalakulását, és ezáltal az aktív hely nyitottá vált, és a szubsztrát
most már be tudott kötni a köto˝helyére [47]. Feltételezni kellett tehát, hogy a köto˝dés és a mak-
romolekula konformációs átalakulása kapcsolt. Ennek a kapcsolt köto˝dés-konformációváltozás-
nak speciális esete a rendezetlen fehérjék körében gyakori kapcsolt felgombolyodás-köto˝dés,
ahol a szabad állapotban rendezetlen fehérje valamilyen partnerhez való köto˝dés során rendezett
szerkezetu˝vé válik.
A köto˝dés és konformációs átalakulás kapcsoltságát leíró elso˝ modell a Koshland által be-
vezetett indukált illeszkedés („induced fit”) mechanizmusa [48]. Az indukált illeszkedés segít-
ségével már magyarázni lehetett azokat az eseteket, ahol a szubsztrátköto˝hely csak a szubsztrát
jelenlétében válik elérheto˝vé. Az indukált illeszkedés hipotézise a kulcs-zár hipotézishez képest
egyéb elo˝nyökkel is rendelkezik. A kulcs-zár hipotézis ugyanis nem tudott kielégíto˝ magyaráza-
tot adni a szubsztrátspecificitás kérdésére. Bizonyos enzimek esetében ugyanis nagyon hasonló
szerkezetu˝ molekulák közül csak az egyik volt képes az enzimhez köto˝dni, míg esetleg telje-
sen eltéro˝ szerkezetu˝ molekulák átalakulását az enzim egyaránt katalizálni volt képes, ami csak
úgy volt magyarázható, ha feltételezték, hogy a fehérjék nem teljesen merev szerkezetu˝ek, és
bizonyos konformációs átalakulásra képesek.
A XX. század hatvanas éveiben Straub F. Brúnó egy eltéro˝ magyarázattal állt elo˝ a szubszt-
rátkötés specificitásának magyarázatára, és ezt „fluctuation fitnek” nevezte el. A kiindulópont az
volt, hogy mivel a fehérjék dinamikus szerkezetu˝ek, ezért különbözo˝ konformációs állapotok-
ban fordulhatnak elo˝, az adott konformációs állapotok szabadenergiáival arányos valószínu˝ség-
gel. Ha pedig ez így van, akkor feltételezheto˝, hogy az enzim az enzim – szubsztrát komplexre
jellemzo˝ konformációját felveszi a szubsztrát távollétében is. Ilyen esetben a szubsztrát mintegy
kiválasztja a sok lehetséges konformáció közül azt, ami a köto˝dés szempontjából a legmegfele-
lo˝bb, ami éppen az enzim komplexbeli konformációja [49].
Kétezer-kilencben a hipotézis újra megjelent, és most már konformációkiválasztás („confor-
mational selection”) néven [50] terjedt el. A konformációkiválasztás, bár általánosabb kontex-
tusban tárgyalja a problémát, tehát a molekuláris felismerés egyik lehetséges mechanizmusaként
írja le, az alapelvét tekintve megegyezik a Straub által bevezetett fluktuációs fit mechanizmusával
[51]. Nevezik a jelenséget populációeltolódásnak is („population shift”), arra utalva, hogy a kon-
formációs sokaságban az egyes konformációk egymáshoz viszonyított valószínu˝ségei változnak
a köto˝dés hatására [52].
Az indukált illeszkedés és a konformációkiválasztás „hívei” között ma is komoly viták foly-
nak és máig nem eldöntött kérdés, hogy melyiknek mekkora a szerepe a biológiai makromole-
kulák molekuláris felismerési folyamataiban.
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2. ábra. Ligandumkötés egyszeru˝sített kinetikai sémája. A P∗L komplex kétféle útvonalon alakulhat ki,
attól függo˝en, hogy az asszociáció (P+L→ PL) vagy a konformációs átalakulás (P+L→ P∗+L) megy
végbe elo˝bb. Az elo˝bbi az indukált illeszkedésnek, az utóbbi a konformációkiválasztásnak felel meg. A nyi-
lak mentén az egyes folyamatok sebességi együtthatói vannak feltüntetve.
A problémát több szempontból is megközelítették már és a megközelítésmódtól függo˝en ma-
guk a fogalmak is más-más jelentést kapnak. A legtöbb helyen a tárgyalást arra a speciális esetre
szu˝kítették, ahol a két köto˝partner közül csak az egyik rendelkezik jelento˝s konformációs flexi-
bilitással, a másik partner szerkezete merevnek tekintheto˝. Ilyen eset, ahol egy enzim kisméretu˝
szubsztrát átalakulását katalizálja, ilyen általában a receptor-ligandum köto˝dés vagy az antigén-
antitest kölcsönhatás.
Talán a legelterjedtebb tárgyalásmód szerint a két mechanizmust az egyes elemi lépések
sorrendje határozza meg. Indukált illeszkedés esetén elo˝ször a kisméretu˝ ligandum köto˝dése
következik be, és ezt követi a makromolekulában valamilyen konformációs átrendezo˝dés (2. ábra
felso˝ folyamat). Ezzel szemben konformációkiválasztás során a flexibilis partner konformációs
átalakulásai során kialakul a köto˝ konformáció, és ebben az állapotban történik meg a kisméretu˝
molekula kötése (2. ábra alsó folyamat).
Azt, hogy a komplex kialakulása melyik mechanizmus szerint megy végbe, az egyes elemi
lépések sebességi együtthatói határozzák meg. Már ebbo˝l a tárgyalásmódból is jól látszik, hogy
egy adott kölcsönhatás esetén mindkét mechanizmus szerepet játszhat, de különbözo˝ mértékben.
Pontosabb képet kapunk a dominanciaviszonyokról, ha a sebességi együtthatók helyett az egyes
útvonalak fluxusait hasonlítjuk össze [53].
Azt, hogy melyik mechanizmus milyen mértékben vesz részt egy adott komplex létrejötté-
ben, a köto˝partnereken kívül a külso˝ körülmények is befolyásolhatják. Okazaki és munkatársai
molekuladinamikai szimulációk segítségével vizsgálták, hogy mely paraméterek és hogyan be-
folyásolják, hogy melyik mechanizmus domináns az adott szituációban. Azt találták, hogy ha
a partnerek közötti kötés ero˝s, és elso˝sorban hosszútávú kölcsönhatások felelo˝sek a kialakulásá-
ért, akkor az indukált illeszkedés a preferált mechanizmus. Rövid távú és gyenge kölcsönhatások
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pedig a konformációkiválasztásnak kedveznek. Ezen túl a szerzo˝k szerint azokban az esetekben,
ahol pl. fehérje kisméretu˝ ligandumot köt, ott várhatóan konformációkiválasztás zajlik le, míg
fehérje más makromolekulákhoz való köto˝dése során inkább indukált illeszkedés [54].
A ligandum anyagi mino˝ségén túl annak koncentrációja is befolyással lehet a mechanizmus-
ra. Ha feltételezzük, hogy a konformációs átalakulás lassú a köto˝déshez viszonyítva, akkor az
egyensúly megközelítésének sebessége, amit kobs ad meg, indukált illeszkedés esetén no˝ a ligan-
dumkoncentráció növekedésével, míg konformációkiválasztás esetén csökken. Ha ezt a feltétele-
zést elhagyjuk, akkor csak abban az esetben tehetünk egyértelmu˝ kijelentést a komplexképzo˝dés
mechanizmusára, ha kobs csökken a ligandumkoncentráció növekedésével, ekkor konformáció-
kiválasztás történik. Ellenkezo˝ esetben mind a konformációkiválasztás, mind az indukált illesz-
kedés lehetséges [55]. Zhou receptorok ligandumkötését egy négyállapotú modell segítségével
vizsgálta. A modellben a receptor aktív és inaktív állapota közötti átmenet sebessége függött
attól, hogy köti-e a ligandumot, valamint a kötési energia is különbözött az aktív és az inak-
tív állapotban. A modellen végzett számítások alapján, ha a konformációs átalakulás gyors a
relatív diffúzió sebességéhez mérten, akkor indukált illeszkedés a komplex kialakulásának fo˝
mechanizmusa, míg ha a konformációs átalakulás lassú, akkor az elso˝dleges komplexképzo˝dési
mechanizmus a konformációkiválasztás [56].
Bizonyítékok a konformációkiválasztásra elso˝sorban az NMR-es mérésekbo˝l származtak.
Ezek a bizonyítékok azon alapulnak, hogy ha sikerül a ligandum távollétében is kimutatni azt
a konformációt, amit a makromolekula a komplexben fölvesz, az arra utal, hogy a konformá-
ciókiválasztás mu˝ködhet az adott esetben [57]. Még ero˝sebb bizonyító ereju˝ek azok az esetek,
ahol egy adott makromolekula több különbözo˝ ligandummal is képes komplexet kialakítani, de
más-más konformációban. Amikor megvizsgálták a konformációs állapotait szabad állapotban,
akkor a különbözo˝ komplexekre jellemzo˝ konformációkat sikerült kimutatni [58].
Önmagában az, hogy a komplexbeli konformáció megfigyelheto˝ a ligandum távollétében is,
még nem bizonyítja azt, hogy az ilyen konformációjú molekulákhoz történik a köto˝dés. Nyil-
vánvaló az is, hogy abban az esetben, amikor a köto˝hely hozzáférheto˝sége függ a ligandum
jelenlététo˝l, egyedül az indukált illeszkedés lehet mu˝ködo˝képes [47].
Elméleti számítások is vannak azonban, amelyek a konformációkiválasztás jelento˝ségét tá-
masztják alá. Egy négyállapotú modell segítségével kísérlik meg kimutatni, hogy ha az indu-
kált illeszkedés során az ütközési komplex konformációja nem kimagasló a kiindulási anyagok
koncentrációihoz viszonyítva, akkor az e mechanizmus szerint végbemeno˝ komplexképzo˝dési
reakció nagyon lassú a konformációkiválasztás szerinti reakcióhoz viszonyítva, aholis a köto˝
konformáció a köto˝dést megelo˝zo˝en is már jelen van valamilyen kis valószínu˝séggel, és ez a kis
valószínu˝ségu˝ köto˝ konformáció vesz részt a tényleges köto˝désben [59].
Rendezetlen fehérjék kapcsolt felgombolyodás-köto˝dése
Gyakori jelenség, hogy a szabad állapotban rendezetlen fehérjék rendezett szerkezetu˝vé válnak
a funkcionális célmolekulához való kötés során. Ez a kapcsolt felgombolyodás és köto˝dés jelen-
sége [25]. Habár a rendezett fehérjék komplexeinek kialakulása során a köto˝dés mellett a lánc
felgombolyodásának is végbe kell menni, mégis hasonló sebességgel alakulnak ki, mint a ren-
dezetlen fehérjék komplexei, ahol már utólagos felgombolyodásra nincs szükség [60]. Gyakori
megfigyelés, hogy a rendezetlen fehérjék nem teljesen rendezetlenek szabad állapotban sem,
hanem bizonyos elo˝képzo˝dött szerkezeteket tartalmaznak. Ezek a szerkezeti elemek gyakran
hasonlítanak az adott fehérje komplexeiben megfigyelheto˝ szerkezetekre [61, 62]. Ezekre a bi-
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zonyítékokra alapozva többen is fölvetették, hogy ezek az elo˝képzo˝dött szerkezeti elemek köto˝-
helyekként szolgálnak és elo˝segítik a gyors asszociációt [63, 64]. Ez tulajdonképpen megfelel
a konformációkiválasztás mechanizmusának. Ezek a bizonyítékok azonban kizárólag a szabad
állapot vizsgálatából származnak, és az önmagában még nem bizonyíték a konformációkiválasz-
tásra, hogy a kötött állapotbeli konformációk szabad állapotban is megjelennek.
Mások éppen a rendezetlen fehérjék nagyobb flexibilitásában látják a gyors komplexképzo˝-
dés magyarázatát. Chen a p53 – S100B komplex kialakulásának molekuladinamikai szimuláció-
ját végezte atomi szintu˝ reprezentációt használva. A kapott többdimenziós szabadenergiafelszín
vizsgálata azt mutatta, hogy a natív komplex kialakulása aspecifikus ütközési komplexen ke-
resztül zajlik, és nem az elo˝formált szerkezeti elemek, mint inkább a fly-casting (lásd késo˝bb)
mechanizmus járul hozzá a natív állapot gyors eléréséhez [65].
A KIX – CREB pKID domén köto˝déshez kapcsolt felgombolyodását vizsgálták Go¯-modell
[66] segítségével és azt találták, hogy a monomer stabilitásának növelése lassította a komplex
kialakulását, míg aspecifikus kontaktusok növelték a sebességet, de a mechanizmust nem vál-
toztatták meg. Ezek az eredmények megfeleltek az NMR-el kapott eredményeknek [67], ahol
aspecifikus hidrofób kontaktusok által összetartott ütközési komplex létét mutatták ki. Hasonló
eredményeket kaptak a CBD – Cdc42 kölcsönhatás – durvaszemcsés Go¯-szimulációval kiegészí-
tett – egymolekulás kísérletben történt vizsgálata során. Itt a natív állapot mellett egy lazán kötött
állapotot is találtak. A korábbi Go¯-szimulációkról kimutatták, hogy túlbecsülik a szabad állapotú
rendezetlen fehérje rendezettszerkezet-tartalmát és alulbecsülik a láncok közötti kölcsönhatások
ero˝sségét, aminek következtében olyan esetekben is a konformációkiválasztást tartották a felis-
merés mechanizmusának, ahol valójában indukált felgombolyodás játszódott le [68].
Monte Carlo szimulációk segítségével megmutatták, hogy a rendezetlen p27 Cdk2-höz törté-
no˝ köto˝déséhez kapcsolt felgombolyodása során a felgombolyodás mechanizmusát és sebességét
nem az elo˝képzo˝dött α-hélix határozza meg, hanem a specifikusan kialakított natív köto˝felület.
Egyensúlyi és kinetikai mérésekben azt mutatták ki, hogy az RNáz S S-peptidjének, ami sza-
bad állapotban rendezetlen, S-fehérjéhez való köto˝dése során a köto˝dés megelo˝zi az S-peptid
felgombolyodását. Kezdetben a köto˝désben néhány hidrofób régió vett részt. Ezek azonban jól
meghatározott régiók voltak, ha más hidrofób régiókat vittek be a szekvenciába, az lassította
a komplexképzo˝dést [69].
A fenti eredmények mind arra mutatnak, hogy a rendezetlen fehérjék kapcsolt felgombolyo-
dás és köto˝désének elso˝dleges mechanizmusa az indukált felgombolyodás lehet. Ennek magya-
rázatára több elmélet is napvilágot látott. Shoemaker szerint a rendezetlen fehérjék nagyobb be-
fogási sugárral rendelkeznek, mint a rendezett fehérjék, és ezáltal nagyobb távolságból képesek
aspecifikus kölcsönhatásokat kialakítani. Ezt a jelenséget a szerzo˝ „fly-casting” mechanizmus-
nak nevezte el [70]. Az IA3 inhibitor éleszto˝ aszpartát proteázhoz (YPrA) való köto˝dése során,
ahol az inhibitor N-terminálisa hélixszé rendezo˝dik, a rendezetlen C-terminális rész részt vesz
a kötésben, de a jelenléte a kötés ero˝sségét nem befolyásolja, ami a fly casting mechanizmus
kísérleti bizonyítékának tekintheto˝ [71]. Huang és Liu 2009-ben publikált cikkükben azonban
megmutatták, hogy a nagyobb befogási sugár lassabb diffúzióval párosul, és bár a rendezetlen
fehérjék köto˝dése valóban gyorsabban megy végbe, mint a rendezett láncoké, de ez nem a „fly
casting” mechanizmusnak tulajdonítható, hanem az alacsonyabb köto˝dési energiagátnak [60].
Hosszú távú elektrosztatikus kontaktusok is elo˝segíthetik a rendezetlen fehérjék gyors köto˝dését
[72, 73].
Habár úgy tu˝nik, a rendezetlen fehérjék köto˝dése valóban gyorsabb a globuláris fehérjék
köto˝déséhez viszonyítva, ez a különbség csekély [33]. Ez szükségessé teszi, hogy a rendezet-
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len – rendezett átmenet is gyorsan lejátszódjék. Bár nem teljesen tisztázott, hogy hogyan érik
el a rendezetlen fehérjék a gyors felgombolyodást, az felteheto˝en hozzájárul ehhez, hogy azok
a szegmensek, amelyek rendezo˝dnek a köto˝dés során, viszonylag kis méretu˝ek és a felvett szer-
kezetek is egyszeru˝ topológiájúak, alacsony kontaktusrenddel [74, 73]. Szerepe lehet a köto˝dést
követo˝ gyors rendezo˝désben az elektrosztatikus kölcsönhatásoknak, amelyek nemcsak a meg-
felelo˝ szerkezetu˝ ütközési komplex létrejöttét segítik elo˝, hanem megakadályozzák az ütközési
komplex felbomlását is, amivel elo˝segítik az ütközési komplex natív komplexszé való átalakulá-
sát [58].
Ezekben a vizsgálatokban azonban csak az egyik köto˝partner volt rendezetlen, a másik rende-
zett szerkezetu˝ volt. Az általánosabb esetre, ahol mindkét lánc rendezetlen – rendezett átmeneten
esik át a köto˝dés során, Csermely és munkatársai 2010-ben a konformációkiválasztás modelljé-
nek kiterjesztésével egy általános modell kidolgozására tettek kísérletet [75]. Modelljük szerint
ahogy a köto˝partnerek közelednek egymás felé, úgy változik mindkét fél szabadenergiafelszíne
a partner hatására. Eközben ha az egyik lánc bizonyos konformációba jut, egy konformációkivá-
lasztási lépés során egy szorosabb komplex jön létre, ahol a köto˝dés hatására újabb konformációs
átrendezo˝dések zajlanak le mindkét láncban (3. ábra).
3. ábra. A kiterjesztett konformációkiválasztás sémája. A mechanizmus magyarázatát lásd a szövegben
[75]
Sokkal kevesebb vizsgálatot végeztek olyan komplexekre, ahol mindkét partner rendezetlen
állapotból rendezett állapotba megy át. A CBP NCBD domén és az ACTR komplex kialakulását
vizsgálták mind NMR-el [76] mind molekuladinamikai szimuláció segítségével [74, 58]. Míg az
ACTR szabad állapotban szinte semmilyen másodlagos szerkezettel nem rendelkezik, addig az
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NCBD magas másodlagosszerkezet-tartalmú olvadt gombóc állapotban van. Mindkét moleku-
la három hélixet tartalmaz a komplexben. A komplex kialakulásában a kezdeti lépés az NCBD
egy rendezetlen szakaszának aspecifikus köto˝dése, de a késo˝bbiekben az elo˝képzett másodlagos
szerkezetek is szerepet kapnak a köto˝dés során [74], ami megfelel a Csermely által javasolt kiter-
jesztett konformációkiválasztásnak [75]. Hasonló mechanizmus szerint zajlik az NRSF – mSin3
PAH domén komplexének kialakulása is [77].
Két- és háromállapotú dimerek
A fehérjék a funkciójukat leggyakrabban valamilyen komplex részeként fejtik ki. A komplexe-
ket a fehérjéken kívül egyéb biológiai makromolekulák, pl. RNS, és egyéb szerves és szervetlen
anyagok alkothatják. Vizsgálatunk szempontjából most azok a komplexek érdekesek, amelyek-
nek fehérjék az alkotórészei. Ezeken belül is most a két fehérjeláncból kialakuló dimerekre fó-
kuszálunk.
Korábban a vizsgálatok szinte kizárólag azokra a fehérjékre irányultak, amelyek jól megha-
tározott háromdimenziós térszerkezettel rendelkeznek abban az állapotban, amelyikben a funkci-
ójukat ellátják. Nyilvánvaló volt tehát a feltételezés, hogy két ilyen molekula úgy képez komple-
xet, hogy a két, már felgombolyodott lánc kapcsolódik össze dimerré. A specificitást a felszínek
komplementer, ill. nem komplementer volta biztosítja. Az ilyen komplexek kialakulása során
három termodinamikai állapot különítheto˝ el: (i) mindkét lánc denaturált állapotban van, nincs
köztük kontaktus (ii) mindkét lánc a natív konformációban van, nincs köztük kontaktus (iii) és
a natív dimer. A dimerképzo˝dés kinetikája a
2D→ 2N→ N2 (4)
sémával írható le, ahol D és N rendre az egyes láncok denaturált és natív konformációi, míg N2
a natív dimer. Mivel itt három állapot különítheto˝ el, ezért ezeket a dimereket háromállapotú
dimereknek nevezik.
Késo˝bb egyensúlyi denaturációs kísérletek [78] és NMR [76] segítségével során kimutatták,
hogy bizonyos dimerek esetén a láncok felgombolyodása és asszociációja kapcsolt. Ezeknek a
dimereknek a kialakulása a
2D→ N2 (5)
séma szerint megy végbe. Az ilyen séma szerint kialakuló dimereket kétállapotú dimereknek
nevezik [78]. A tanulmány szerzo˝i szerint az dönti el, hogy egy adott dimer melyik séma szerint
alakul ki, hogy hogy viszonyul egymáshoz a kötési és a felgombolyodási szabadenergia.
A kétállapotú dimerek kialakulása lényeges hasonlóságot mutat az egyedi láncok kétálla-
potú felgombolyodásához, míg a háromállapotú dimereké nem. A kétállapotú felgombolyodás-
köto˝dés hasonlít az instabil építo˝elemek asszociációjának és stabilizálódásának folyamatára a mo-
nomer felgombolyodása során [12].
A két- és háromállapotú dimerek jellegzetes különbségeket mutatnak a köto˝felszíneik tulaj-
donságaiban is. A köto˝felszínek szerkezeti motívumait vizsgálva azt találták, hogy míg a két-
állapotú dimerek köto˝felszíneinek szerkezeti motívumai hasonlítanak a rendezett monomerek
belsejében található szerkezeti motívumokhoz, addig a háromállapotú dimerek esetében inkább
a különbségek dominálnak [79]. A köto˝felszínek méretében is különbség van: míg a háromálla-
potú dimerek köto˝felszíne relatíve kicsi a teljes felszínhez képest, addig a kétállapotú dimerek
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nagyméretu˝ interfésszel rendelkeznek [80]. A háromállapotú dimerek köto˝felszínei kevésbé hid-
rofób karakteru˝ek, mint a kétállapotú dimerek köto˝felszínei, annak ellenére, hogy a rendezett
fehérjék szekvenciája a rendezetlenekéhez viszonyítva kevésbé hidrofil jellegu˝ [72, 81].
Xu és munkatársai kompaktságanalízissel vizsgáltak kísérletes adatok alapján két- és három-
állapotúként, valamint doméncseréltként azonosított homodimereket. A vizsgálat lényege, hogy
egy szimmetrikus homodimer egyik láncát egy bizonyos aminosavnál képzeletben elvágják, a
másik láncot az ennek megfelelo˝ aminosavnál szintén és a két szabad véget megfelelo˝en – tehát
az egyik lánc N-terminálisát a másik lánc C-terminálisával – összekötik. Az így kapott, szintén
szimmetrikus dimerre kiszámítják a kompaktsági együttható értékét (minél alacsonyabb ez az
érték, annál kompaktabb a dimer). Ezt minden pozícióban történo˝ vágásra kiszámítják és így
kapnak egy kompaktsági profilt. A doméncserélt és a kétállapotú homodimerek esetében négy,
míg a háromállapotú dimerek esetén három típust különítettek el. Egy elméleti fejtegetést is ad-
nak abból a feltevésbo˝l kiindulva, hogy a dimerkialakulás kinetikája az adott komplex evolúciós
kialakulásának mechanizmusát tükrözi [82].
Papoian és Wolynes a ”Random Energy Model” általánosítását alkalmazták a felgombolyo-
dás és köto˝dés kapcsoltságának leírására. Egy felgombolyodási és egy köto˝dési paraméter függ-
vényében vizsgálták a szabadenergiát. Mindkét paraméterto˝l függo˝ entrópiatag kapcsolja össze
a két folyamatot (ti. a felgombolyodást és a köto˝dést). A szabadenergia-kifejezésben szereplo˝
egyéb paraméterek értékeit (pl. energiarés a natív állapot és a denaturált sokaság átlagenergiája
között, stb.) ötszáz fehérje-fehérje komplex statisztikus elemzése alapján számították. (A dena-
turált állapotsokaságot a szekvencia permutálásával állították elo˝.) Azt találták, hogy legalább
a komplexek tizenöt százalékában az egyik köto˝partner szabad állapotban instabil. Egy kivá-
lasztott fehérjeláncra, ill. a teljes adatbázisra ábrázolták a szabadenergiát a felgombolyodási és
köto˝dési paraméter függvényében és azt találták, hogy a ketto˝ jellegzetesen különbözik (de az
ismereteknek megfelelo˝en). A hidrofób és hidrofil kontaktusokat vizsgálva mind a láncon belül,
mind az interfész régióban, azt találták, hogy a többivel ellentétben az interfész hidrofil kontak-
tusai annál kedvezo˝bb energiájúak, minél kevésbé alakult ki az interfész. Ezt a tapasztalatnak
ellentmondó eredményt víz-közvetített kontaktusok bevezetésével remélik orvosolni [83].
Egyszeru˝sített fehérjemodellek
A „termodinamikai hipotézis” kimondja, hogy a fehérjék natív állapota termodinamikailag meg-
határozott [2]. Ha egy fehérje natív állapotát akarjuk vizsgálni, akkor ismernünk kell a szerke-
zetét. A termodinamikai hipotézis következményeként a natív állapot megtalálása egy optimali-
zációs probléma a fehérje – oldószer rendszer állapotterében. Ez a probléma azonban NP-nehéz
bármely két- vagy háromdimenziós modellben [84, 85], ami azt eredményezi, hogy a keresési
ido˝ nagyon gyorsan növekszik a rendszer méretének növekedésével.
Az összes atomot figyelembe vevo˝ fehérjemodellek legalacsonyabb energiájú állapotának
megtalálása a jelenlegi számítógépes kapacitással még kisméretu˝ fehérjék esetén is megoldha-
tatlan feladat. Még rosszabb a helyzet, ha nem egyszeru˝en a legalacsonyabb energiájú állapot
megtalálása, hanem a rendszer teljes termodinamikai leírása a cél. Különbözo˝ egyszeru˝sítések
teheto˝k azonban, amelyek leheto˝vé teszik, hogy valamilyen hozzáveto˝leges képet kapjunk a na-
tív állapot szerkezetéro˝l, a felgombolyodás folyamatáról, vagy a rendszer egy hozzáveto˝leges
termodinamikai leírását adjuk.
Csökkenthetjük a számítások során alkalmazott modell szerkezetének felbontását pl. azáltal,
hogy nem vesszük külön-külön figyelembe a modell összes atomját, hanem bizonyos atomo-
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kat egy nagyobb egységbe vonunk össze és a számításokat már ezeken a nagyobb egységeken
végezzük. Ha a megválaszolni kívánt kérdés olyan jellegu˝, akár teljesen el is tekinthetünk az
oldalláncok explicit modellezéséto˝l [86, 87]. Más esetekben egy adott oldallánc összes atomját
egy nagyobb méretu˝ atom reprezentálja [88].
Egy másik leheto˝ség a keresés felgyorsítására az állapottér méretének csökkentése. Egy
gyakran alkalmazott módszer az állapottér diszkretizálása, azaz annak a feltételezése, hogy a mo-
dell egyes elemei csak bizonyos elo˝re meghatározott pozíciókat foglalhatnak el a topográfiai
térben. Ezek az ún. rácsmodellek [86, 87].
A fehérjéket alkotó aminosavakat szokás a fizikai-kémiai tulajdonságaik alapján csoportosí-
tani (pl. hidrofób, poláros, negatívan töltött, pozitívan töltött). Ha az azonos tulajdonságú amino-
savakat azonosaknak tekintjük, akkor ezáltal a szekvenciatér csökkenését érhetjük el. Ez ugyan
nem gyorsítja meg egy bizonyos szekvencia alapállapotának megtalálását, de ha valamilyen ál-
talános kérdés megválaszolása a cél, akkor akár a teljes szekvenciatér is feltérképezheto˝vé válik.
Az egyes állapotok energiáját leíró energiafüggvény is egyszeru˝sítheto˝. Lehetséges pl. az,
hogy ne az összes kontaktust vegyük figyelembe az adott állapot energiájának kiszámítása so-
rán, hanem csak például azokat, ahol a kölcsönható partnerek egymástól legfeljebb bizonyos
távolságra helyezkednek el, vagy csak bizonyos aminosav-típusok közötti kontaktusokat. Az ún.
Go¯-modellekben [66] csak azokat a kontaktusokat vesszük figyelembe, amelyek a natív állapot-
ban is jelen vannak. Az egyes kölcsönhatások energiáját leíró függvény is egyszeru˝sítheto˝, pl.
egy folytonos függvény helyett valamilyen lépcso˝s függvény bevezetésével; ezt teszi a DMD
diszkrét molekuladinamika eljárás [89, 90].
Hálózatmodellek
Komplex, sok szabadsági fokú rendszerek termodinamikai vizsgálatának gyakori eszköze a sza-
badenergia-felszín vizsgálata. A szabadenergia-felszín valamilyen elo˝re definiált rendparaméter
vagy reakciókoordináta függvényében ábrázolt szabadenergia. A szabadenergia-felszín vizsgá-
latán alapuló módszerek egyik hátránya, hogy a kapott eredmények nagymértékben függhetnek
a reakciókoordináta megválasztásától. Még relatíve jól megválasztott reakciókoordináták ese-
tén is az esetleges nagymértéku˝ dimenziószám-csökkenés következtében elo˝fordul, hogy azonos
pozícióba kerülnek olyan állapotok, amelyek között jelento˝s különbségek vannak, és ami még
fontosabb, hogy amelyek közötti átalakulás sokkal lassabb, mint esetleg a reakciókoordináta
mentén távol eso˝ állapotok között.
Egy másik leheto˝ség az állapothálózat vizsgálata. Ha a vizsgált rendszer állapottere diszkrét,
akkor közvetlenül felépítheto˝ egy állapothálózat úgy, hogy a hálózatot reprezentáló gráf (ezután
állapothálózaton mindig ezt a gráfot értem) csúcsai a mikroállapotok, és a csúcsokat összeköto˝
élek a lehetséges átmenetek az állapotok között. Folytonos állapotteru˝ rendszerek vizsgálatakor,
pl. hagyományos molekuladinamikai szimulációk során, az állapottér diszkretizálásával szintén
fölépítheto˝ egy állapothálózat [91]. Azután ennek az állapothálózatnak a statisztikai vizsgálata
segítségével kinetikailag jellemezheto˝ a rendszer, azonosíthatóak a metastabilis állapotok [92],
a fontos átmenetek, és meghatározhatók ezeknek az átmeneteknek a kinetikai paraméterei, pl.
a sebességi együttható [93, 94].
Metastabilis állapoton az állapottér olyan részhalmazát értjük, amelyre igaz, hogy a rend-
szer átlagosan jóval több ido˝t tölt az adott állapotban, mint amennyi ido˝ ahhoz szükséges, hogy
az állapoton belül az állapotra vonatkozó valószínu˝ségeloszlás megfeleljen az egyensúlyi elosz-
lásnak. Legyen Xt diszkrét ideju˝, diszkrét állapotteru˝ homogén Markov-lánc, S véges halmaz
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a rendszer állapottere és legyen
τxI ≡ inf{t > 0 : Xt ∈ I|X0 = x} (6)
tetszo˝leges I ⊂ S-re, tehát tetszo˝leges x ∈ S állapotból vesszük teszo˝leges I ⊂ S részhalmaz bár-
mely elemébe való jutás idejét, és ezek közül a legkisebbet választjuk ki.
Legyen M ⊂ S. Ha M-re teljesül a következo˝ két feltétel pozitív véges a és b, a b kons-
tansokra:
(i) minden z ∈ S-re
p
(
τzM ≤ τzz
)≥ b (7)
(ii) bármely x 6= y, x ∈M, y ∈M-re
p
(
τxy < τ
x
x
)≤ a , (8)
akkor M-re azt mondjuk, hogy metastabilis pontok halmaza. Az (i) feltétel annak a valószí-
nu˝ségét fejezi ki, hogy a rendszernek legalább annyi ideig tart visszajutni a z állapotba, mint
eljutni valamelyik metastabilis pontba. A (ii) feltétel pedig azt a valószínu˝séget fejezi ki, hogy
a rendszer gyorsabban eljut valamelyik másik metastabilis pontba, minthogy visszajusson x-be.
Nyilvánvalóan a (ii)-ben kifejezett valószínu˝ség metastabilis pontokra nagyon kicsi.
Tetszo˝leges x ∈M metastabilis pont lokális medencéje
A(x)≡
{
z ∈ S : p(τzx = τzM) = sup
y∈M
p
(
τzy = τ
z
M
)}
, (9)
tehát azon mikroállapotok halmaza, amelyekbo˝l a legnagyobb valószínu˝séggel a metastabilis
pontok közül x-be jut el leggyorsabban a rendszer. Egy metastabilis pont és a metastabilis pont
lokális medencéje együttesen alkotnak egy metastabilis állapotot.
Ha ismerjük a teljes állapothálózatot, akkor módunkban áll kiszámítani az egyes átmenetek
idejének várható értékét. Ekkor M⊂ S metastabilis pontok halmaza, ha teljesíti az alábbi feltételt:
inf
x∈M
EτxM x
sup
y/∈M
EτyM
 1, (10)
ahol Eτ a τ valószínu˝ségi változó várható értékét jelöli.
Az x ∈M metastabilis pontok vonzási medencéje megadható az átmenetek idejének várható
értékeivel is [95]:
A(x) =
{
z ∈ S : Eτzx = infy∈MEτ
z
y
}
(11)
Ez tehát azt jelenti, hogy tetszo˝leges mikroállapotból a metastabilis pontok valamelyikébe
átlagosan sokkal gyorsabban eljut a rendszer, mint egyik metastabilis pontból a másikba. A me-
tastabilis állapotok megfelelnek az egyes metastabilis pontok lokális medencéinek. Minden me-
tastabilis pont tekintheto˝ egy metastabilis állapot reprezentatív mikroállapotának [96].
Átmenetek sebességei mikroállapotok tetszo˝leges sokaságai között számíthatóak az átme-
netiútvonal-elmélet [93] segítségével. Az átmenetiútvonal-elmélet alkalmazása során az összes
lehetséges tetszo˝leges hosszúságú trajektória közül kiválasztjuk azokat, amelyek egy tetszo˝lege-
sen definiált R ⊂ S halmazból egy P ⊂ S, P∩R = /0 halmazba vezetnek úgy, hogy a trajektória,
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ha egyszer elhagyta R-t, akkor már nem tér vissza oda. Az ezeken a trajektóriákon átfolyó fluxu-
sok összege adja a reakció sebességét. A módszer arra is leheto˝séget nyújt, hogy megvizsgáljuk
a reaktív útvonalak egymáshoz viszonyított fontosságát, azaz hogy az átmenetek mekkora része
megy egy adott útvonalon keresztül [93, 94].
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Célkitu˝zések
A kapcsolt felgombolyodás és köto˝dés leírására hagyományosan alkalmazott fogalomrendszer-
bo˝l kiindulva kíséreltem meg két rendezetlen lánc kölcsönös kapcsolt felgombolyodás és köto˝-
désének leírását. Meg kívántam vizsgálni egzakt modellek és dinamikus, hálózat alapú modellek
alkalmazhatóságát a jelenség vizsgálatában. Célom volt olyan egzakt, hálózat alapú modell ki-
dolgozása, amelynek segítségével már olyan hosszúságú láncok vizsgálata is leheto˝vé válik, ahol
hidrofób mag kialakulására van mód.
Munkám során az alábbi kérdésekre kerestem a választ:
• hogyan csökkentheto˝ a két flexibilis láncból álló rendszer állapottere annyira, hogy teljes
egészében fölépítheto˝ legyen a rendszer állapothálózata
• a köto˝déshez kapcsolt konformációváltozás leírására használt fogalmak (indukált illesz-
kedés, konformációkiválasztás) hogyan alkalmazhatók olyan rendszerekben, ahol mind-
két köto˝partner jelento˝s flexibilitással bír, ill. milyen mechanizmusok szerint mehet végbe
rendezetlen fehérjék homodimerképzése
• az egyes mechanizmusoknak mekkora szerepe van a dimerképzo˝dés során
• az a szimmetria, amely a két lánc szekvenciaazonosságából származik, megjelenik-e ma-
gában a dimerképzo˝dési folyamatban
• mennyire megfelelo˝ek a hagyományosan használt kinetikai sémák komplex rendszerek
kinetikájának leírására .
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Módszerek
A HP modell
Munkám során a fehérjeláncokat a Lau és Dill által bevezetett ún. HP (hidrofób poláros) négyzet-
rácsmodell segítségével modelleztem [87]. A modell egy négyzetrácson elhelyezett önelkerülo˝
bolyongás, ami úgy képzelheto˝ el, mint egy madzagra felfu˝zött gyöngysor, ahol a gyöngyök
(a továbbiakban láncmonomerek) egymástól azonos távolságra helyezkednek el, amely távol-
ság megfelel a négyzetrács rácspontjai közötti távolságnak. Minden ilyen láncmonomer a négy-
zetrács egy rácspontján helyezkedik el; egy rácsponton egyszerre csak egy láncmonomer lehet
(4. ábra). A láncmonomerek megfeleltetheto˝k az egyes aminosavaknak, de akár aminosavnál
nagyobb szerkezeti egységeknek is.
4. ábra. Egy HP lánc négyzetrácson elhelyezve.
A szekvenciatér kételemu˝: a láncokat hidrofób és poláros láncmonomerek alkotják. Az egyes
állapotok energiáinak meghatározására több energiafüggvényt is alkalmaztam, ezekben azonban
23
DOI:10.15774/PPKE.ITK.2015.002
közös volt, hogy csak két hidrofób láncmonomer közötti kölcsönhatás járult hozzá effektív mó-
don az állapot energiájához.
A HP modell bevezeto˝ cikkében [87] egy szomszédság alapú energiafüggvényt definiáltak.
Monomer esetében egy adott Γ konformáció energiája az energiafüggvény szerint [87]:
E (Γ) = ε ∑
i, j>i+1
δi, j∆i, j, (12)
ahol ε< 0 a kölcsönhatási energia,
δi, j =
{
1 ha di, j = 1
0 egyébként
, (13)
és
∆i, j =
{
1 ha si = H és s j = H
0 egyébként
, (14)
ahol di, j az i-dik és a j-dik láncmonomer1 euklideszi távolsága és s = (s1,s2 . . .sl) a szekvencia.
Tetszo˝leges, n számú monomerbo˝l álló rendszer adott Γ állapotának energiája pedig:
E (Γ) = ε
(
n
∑
k=1
∑
ik, jk>ik+1
δik, jk∆ik, jk + ∑
k,m6=k
∑
ik, jm
δik, jm∆ik, jm
)
, (15)
ahol ik, jk, jm rendre a k-adik lánc i-edik, a k-adik lánc j-edik és az m-edik lánc j-edik láncmo-
nomerét jelöli.
A HPN modell
Ha szeretnénk figyelembe venni a töltött aminosavak hatását is, a HP modell már elégtelennek
bizonyul. Azokban a vizsgálatokban, ahol a töltések szerepét is vizsgálni kívántuk, az ún. HPN
modellt használtuk, ahol a H, a P, és az N rendre hidrofób, pozitívan töltött és negatívan töltött
aminosavakat reprezentálnak [97]. Egy állapot energiáját úgy határozzuk meg, hogy az összes
kontaktus energiáját összegezzük. Az egyes kontaktusokhoz pedig aszerint rendelünk energiát,
hogy az milyen típusú láncmonomerek között jön létre, εHH = −1, εPN = −0.75, εPP = εNN =
= 0.75 és εPH = εNH = 0 szerint.
A pull moves mozgáskészlet
Bizonyos mintavételezési eljárások (pl. Markov-lánc Monte Carlo módszerek (lásd késo˝bb))
szükségessé teszik az állapotok közötti átmenetek definiálását. Egy adott modellben ezeknek
az átmeneteknek a halmazát mozgáskészletnek nevezzük.
Lesh és munkatársai [98] 2003-ban publikálták az általuk pull movesnak nevezett mozgás-
készletet [98, 99]. A mozgáskészlet mozgásait az 5. ábra mutatja.
Jelölje xi, i = 1,2 . . . l azt a rácspontot a négyzetrácson, amit az i-edik láncmonomer foglal
el. Jelöljön L egy olyan rácspontot, ami szomszédos xi+1-gyel és szabad, azaz nem foglalja el
1láncmonomernek nevezem a modell lánc egy rácspontot elfoglaló egységét, megkülönböztetendo˝ a monomerto˝l,
ami egyetlen láncot jelöl
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egyetlen láncmonomer sem. Jelölje C annak a négyzetnek a negyedik csúcsát, amelynek a má-
sik három csúcsa xi, xi+1 és L (5. b) ábra). Ha C = xi−1, akkor az i-edik monomert egyszeru˝en
az L pozícióba helyezzük, azaz x′i = L (5. c) ábra), ahol x
′
i jelöli az i-edik monomer pozícióját
a mozgás eredményeként létrejövo˝ konformációban, és ezzel egy új érvényes konformációt ka-
punk. Ha C szabad, akkor x′i = L és x
′
i−1 =C. Ha az így kapott konformáció a lánc egy érvényes
konformációja, a mozgás befejezo˝dött. Ha a kapott konformáció nem érvényes konformáció, ak-
kor addig folytatjuk a x′i−k = xi−k+2, k= 1,2 . . . mu˝veletet, amíg vagy egy érvényes konformációt
kapunk, vagy elérjük a lánc végét (5. d) ábra).
A mozgáskészlet reverzibilitása érdekében a szerzo˝k egy végmozgást is bevezettek. Itt most
jelölje L a lánc valamelyik végén elhelyezkedo˝ láncmonomer pozíciójával (ezt itt most jelölje
az egyszeru˝ség kedvéért x1, de az elmondottak ugyanúgy érvényesek maradnak a lánc másik
végére) szomszédos szabad rácspontot, C pedig egy – az L pozíciójával szomszédos – szintén
szabad rácspontot úgy, hogy C 6= x1. Végezzük el a x′1 = L és x′2 =C áthelyezéseket. Ha az így
kapott konformáció érvényes konformáció, a mozgás befejezo˝dött. Ha a kapott konformáció nem
érvényes konformáció, akkor addig folytatjuk a x′k = xk−2 k = 3,4 . . . áthelyezéseket, amíg vagy
egy érvényes konformációt kapunk, vagy elérjük a lánc végét (5. e) ábra).
A mozgáskészlet teljes, tehát bármely konformációból bármely másikba el lehet jutni kizá-
rólag a mozgáskészlet által definiált mozgások segítségével, tehát
∀(Γi ∈ Γ,Γ j ∈ Γ) : ∃(m=m1 ◦m2 ◦ . . .◦mn : m1,m2 . . .mn ∈M) : (m(Γi) = Γ j) (16)
ahol M= {mi} a mozgáskészlet, Γ a lehetséges konformációk halmaza és ◦ az elemi mozgások
kompozícióját jelenti, tehát azt, hogy a következo˝ mozgást a megelo˝zo˝ mozgás által létrehozott
konformációra alkalmazzuk; lokális, azaz olyan mozgásokat tartalmaz, amelyek a leheto˝ legke-
vesebb láncmonomer áthelyezésével járnak és azok sem kerülnek távolra az eredeti pozíciójuktól
[98].
5. ábra. A pull moves mozgáskészlet [99].
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Az eredeti cikk állításával szemben azonban a M mozgáskészlet nem teljesen reverzibilis,
azaz nem teljesül a
∀(Γi,Γ j : Γi,Γ j ∈ Γ) : ∃(mk ∈M : mk (Γi) = Γ j)→∃(ml ∈M : ml (Γ j) = Γi) (17)
reverzibilitás. Egyszeru˝en reverzibilissé teheto˝ azonban, ha a végmozgások közül elhagyjuk azo-
kat a mozgásokat, ahol a C pozíció szomszédos az x2 pozícióval [100] (a magyarázatot és a bi-
zonyítást lásd késo˝bb).
Az állapottér föltérképezése
Egy rendszer termodinamikai leírásához szükséges az állapotsu˝ru˝ség-függvény ismerete. Az
Ω(E) állapotsu˝ru˝ség-függvény megadja, hogy folytonos energia esetén hány mikroállapot ener-
giája esik egy kicsiny, E+δE intervallumba, diszkrét energiaszintek esetén pedig azt, hogy hány
mikroállapot rendelkezik éppen E energiával.
Az energiákból és a hozzájuk tartozó állapotsu˝ru˝ségekbo˝l kiszámítható a Z kanonikus álla-
potösszeg, ami diszkrét esetre
Z =∑
i
e−Ei/kBT =∑
Ei
Ω(Ei)e−Ei/kBT . (18)
A kanonikus állapotösszegbo˝l pedig már minden fontos termodinamikai függvény (pl. sza-
badenergia, entrópia, belso˝ energia stb.) értéke kiszámítható.
Ahhoz, hogy meghatározzuk az állapotsu˝ru˝ség-függvényt, szükség van az állapottér föltérké-
pezésére. Ha van rá leheto˝ség, akkor enumeráció segítségével a teljes állapottér föltérképezheto˝.
Ha azonban az állapottér mérete nem teszi leheto˝vé az enumerációt, valamilyen mintavételi el-
járás alkalmazása válik szükségessé.
Enumerációs vizsgálatok
Az enumerációs vizsgálatnál az állapotteret teljes mértékben föltérképeztem, azaz kiszámítot-
tam az összes lehetséges állapot energiáját. Enumeráció segítségével megtalálható a rendszer
alapállapota, valamint egzaktul megkapható az állapotsu˝ru˝ség.
Az enumerációs vizsgálatoknál a fo˝ nehézséget a modell tulajdonságaiból következo˝ szim-
metriák kezelése okozza. A szimmetriák megfelelo˝ kezelése esetén azonban az állapottér csök-
kenése érheto˝ el.
Mintavételi eljárások
A biológiai makromolekulák állapotterének feltérképezése során alkalmazott mintavételi eljárá-
sok alapveto˝en két csoportba sorolhatók. Mindkét csoport eljárásainak közös jellemzo˝je, hogy
az egyes állapotok között átmeneteket definiál és ezeknek az átmeneteknek a segítségével igyek-
szik az állapottérnek minél nagyobb részét bejárni, törekedve arra, hogy bizonyos paraméterek
(pl. energia) mintabeli eloszlása minél jobban megközelítse a tényleges állapotsokaságon belüli
eloszlást.
Ha a t ido˝pontbeli állapot egyértelmu˝en meghatározza a t + δt (illetve diszkrét ideju˝ mo-
dellek esetében t + 1) ido˝pontbeli állapotot, akkor determinisztikus eljárásról beszélünk. Ebbe
26
DOI:10.15774/PPKE.ITK.2015.002
a csoportba tartoznak a hagyományosan használt molekuladinamikai szimulációk [101], vagy
a DMD [89, 90].
Ha a t ido˝pontbeli állapot csak azt határozza meg, hogy a t + δt (t+1) ido˝pontban milyen
valószínu˝séggel találjuk a rendszert az egyes állapotokban, akkor sztochasztikus mintavételezé-
si eljárásról beszélhetünk. A sztochasztikus mintavételezési eljárások legfontosabb (és általam
egyedüliként alkalmazott) csoportja a Monte Carlo-módszerek csoportja.
Monte Carlo-módszerek
A Monte Carlo-módszerek sztochasztikus mintavételi és optimalizációs eljárások, amelyeknek
célja egy meghatározott mennyiség megfelelo˝ valószínu˝ségi eloszlásával jellemezheto˝ mintaso-
kaság elo˝állítása. A Monte Carlo-módszerek egy fontos osztálya, az ún. „rejection sampling”-
módszerek a következo˝ elv alapján mu˝ködnek: legyen ξ és η két, egyazon H eseménytéren értel-
mezett, diszkrét (folytonos) valószínu˝ségi változó. A ξ valószínu˝ségi változó tömegfüggvénye
(su˝ru˝ségfüggvénye) legyen f (x), míg az η valószínu˝ségi változóé g(x), amelyekre egy megfe-
lelo˝en választott c konstansra érvényes a
f (x)≤ c ·g(x) (19)
összefüggés. g(x) egy könnyen mintavételezheto˝ eloszlás, nevezzük segédeloszlásnak, f (x) pe-
dig az a nehezen mintavételezheto˝ eloszlás, amelynek megfelelo˝ mintasokaságot kívánunk elo˝-
állítani; nevezzük ezt báziseloszlásnak.
Válasszuk ki véletlenszeru˝en a H egy tetszo˝leges y elemét, és generáljunk egy u véletlen
számot a [0,c ·g(y)] intervallumon egyenletes eloszlásból. Ha u≤ f (y), akkor y-t elfogadjuk, és
belekerül a mintába, ellenkezo˝ esetben elutasítjuk [102].
Ez az eljárás azt eredményezi, hogy a mintavételezés során kapott minta eloszlása megfelel
az f (x) eloszlásnak.
Markov-lánc Monte Carlo-módszerek Legyen S véges halmaz egy eseménytér. Definiáljunk
ekkor egy G(V,E) súlyozott gráfot, amelyre V = S és E ⊆ (S×S). Tételezzük fel, hogy a gráf
összefüggo˝. Végezzünk véletlen bolyongást a G gráfon és legyen az (i, j) ∈ E él wi j súlya annak
a valószínu˝sége, hogy az i-edik csúcsból a következo˝ lépésben a j-edik csúcsba jutunk. Az egy
csúcsból kiinduló élek súlyainak összege értelemszeru˝en 1.
Ekkor a G súlyozott gráfot egy véges állapotteru˝, diszkrét ideju˝ Markov-modellnek nevezzük,
a véletlen bolyongást magát pedig véges állapotteru˝, diszkrét ideju˝ Markov-láncnak.
Most tekintsünk egy olyan Monte Carlo mintavételezést, ahol a segédeloszlás mintavétele-
zése a Markov-modellen végrehajtott véletlen bolyongás eredménye. Ekkor, ha minden i, j ∈ S,
i→ j, (i, j) ∈ E átmenet valószínu˝ségére érvényes a
pi j = min
(
1,
f (ξ(i))
f (ξ( j))
)
(20)
összefüggés, akkor a mintasokaság eloszlása éppen az f (x) báziseloszlás lesz [103].
Metropolis – Hastings Markov-lánc Monte Carlo-módszer A Metropolis Markov-lánc
Monte Carlo módszer feltételezi, hogy az a priori valószínu˝ségek (azaz, hogy a rendszer mi-
lyen valószínu˝séggel kísérli meg az adott ámenetet) azonosak az ellentétes irányú átmenetekre.
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Azonban ez a feltétel nem minden Markov-láncra érvényes. A Metropolis-algoritmus általáno-
sítása arra az esetre, amikor az a priori valószínu˝ségek nem feltétlenül egyenlo˝ek, a Metropo-
lis – Hastings-algoritmus [104].
Állandó ho˝mérsékletu˝ és nyomású fizikai rendszerek állapotainak eloszlása a
pi = e−Ei/kBT (21)
kanonikus vagy más néven Boltzmann-eloszlást követi, ahol T az abszolút ho˝mérséklet, kB pe-
dig a Boltzmann-állandó. Ha tehát állandó ho˝mérsékletu˝ és nyomású fizikai rendszer állapotai-
nak mintavételezése a cél, akkor a kanonikus eloszlás lesz tehát a Monte Carlo mintavételezés
báziseloszlása.
Ha tehát a megfelelo˝ átmenetek valószínu˝ségeit a
pi j = min
(
1,
papji
papi j
· e−(E j−Ei)/kBT
)
. (22)
Metropolis – Hastings-kritérium adja meg [103, 104], a kapott mintában az állapotok eloszlása
meg fog felelni a Boltzmann-eloszlásnak.
Wang – Landau-mintavételezés Míg a Metropolis – Hastings Markov-lánc Monte Carlo-
módszer kanonikus sokaság elo˝állítására alkalmas, addig a Wang – Landau mintavételezés [105,
106] célja közvetlenül az állapotsu˝ru˝ség-függvény meghatározása.
Jelölje Ω(E) az állapotsu˝ru˝ség-függvényt. Ha egy tetszo˝leges i→ j átmenetre az átmenet
valószínu˝sége arányos az Ω(Ei)/Ω(E j) hányadossal, akkor az egyes energiaszintek eloszlása
egyenletes lesz. A módszer az egyes energiákhoz tartozó állapotsu˝ru˝ségek iteratív megváltoz-
tatásával, az egymást követo˝ ciklusokban egyre pontosabban közelíti a tényleges értékeket. Az
egyes ciklusok akkor érnek véget, ha a H (E) energia-hisztogram kello˝en sima.
Az eljárás kezdetekor Ω(E) = 1 és H (E) = 0 minden E-re. Definiálunk egy f > 1 módosító
faktort, aminek a kezdeti értékét leggyakrabban f = e-nek választják. Ezután egy Markov-lánc
Monte Carlo szimulációt végzünk
pi j = min
(
1,
Ω(Ei)
Ω(E j)
)
(23)
átmeneti valószínu˝ségekkel. Minden lépésben elvégezzük az
Ω(Ei)→Ω(Ei) · f és a (24)
H (Ei)→ H (Ei)+1 (25)
mu˝veleteket. A szimulációt addig végezzük, amíg a
H (E)≥ w · 〈H (E)〉minden E-re (26)
feltétel nem teljesül, ahol w adja meg, hogy mennyire kell simának lenni a kapott hisztogramnak
a továbblépéshez. w értéke esetünkben 0,8 volt.
Ha a (26) feltétel teljesül, a szimulációt leállítjuk, visszaállítjuk a hisztogramot H (E) =
= 0-ra és a módosító faktor értékét egy olyan függvény szerint változtatjuk meg, ami csökkenti
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a módosító faktor értékét és a függvény ismételt alkalmazásával értéke egyre jobban megközelíti
egyet. A gyakorlatban általában a négyzetgyökfüggvény használatos, azaz
f →
√
f . (27)
A szimulációkat addig ismételjük, amíg a módosító faktor értéke kisebb nem lesz egy elo˝re
definiált értéknél pl. fvgs ≤ e10−8 . Minden ciklusban az állapotsu˝ru˝ség-függvény értékeit ln f -el
arányos pontossággal tudjuk meghatározni. Tehát fvgs megfelelo˝ megválasztásával elvileg tet-
szo˝leges pontosság érheto˝ el [105].
Állapothálózat
A Markov-lánc Monte Carlo-szimulációk során az átmeneteket és azok valószínu˝ségeit definiáló
Markov-modellt nem ismerjük teljes egészében, arról csak egy mintavételi folyamat során szer-
zünk információt. Rövidebb láncokra azonban elo˝állítható a teljes gráf, ami azután részleteiben
– pl. hálózatelméleti módszerekkel – vizsgálható. Ezt a gráfot nevezzük állapothálózatnak. Az
állapothálózat – mint súlyozott gráf – csúcsai a rendszer egyes állapotai, a köztük lévo˝ élek pe-
dig a közöttük lehetséges átmenetek, amit itt valamelyik Monte Carlo mozgáskészlet mozgásai
definiálnak. Egy adott irányított élhez rendelt súly az adott átmenet valószínu˝sége.
Az állapothálózat mátrix formában is felírható. Ha az állapotok száma n, akkor felírható
egy Tn×n mátrix, amelynek Ti j eleme az átmeneti hálózat i-edik állapotából a j-edik állapotába
mutató él súlya, azaz annak a valószínu˝sége, hogy a következo˝ lépésben a rendszer a j-edik álla-
potba jut, feltéve, hogy jelen pillanatban az i-edik állapotban van. A T mátrixot az állapothálózat
átmeneti mátrixának nevezzük.
Perron-klaszter Klaszterelemzés
Egy sok szabadságfokkal rendelkezo˝ rendszernek, amilyenek a biológiai makromolekulák is,
rengeteg mikroállapota valósulhat meg. Tekintsük most a mikroállapotok halmazának két disz-
junkt részhalmazát. Ha a két részhalmazon belül a mikroállapotok közötti átmenetek lényegesen
gyorsabbak, mint a részhalmazok közötti átmenetek, akkor a két részhalmazt a rendszer metasta-
bilis állapotainak nevezzük. Ez azt jelenti, hogy ha a rendszer egy metastabilis állapotba kerül,
akkor az ott egyhuzamban eltöltött ido˝ várható értéke nagy. Általában a metastabilis állapotok
alacsony szabadenergiájú állapotok és bizonyos feltételek mellett megfeleltetheto˝k a hagyomá-
nyos szabadenergia-felszínek szabadenergia-gödreinek.
Matematikai értelemben a metastabilitás megfelel az ún. Markov-tulajdonságnak, azaz annak
a valószínu˝sége, hogy bizonyos ido˝ elteltével a rendszer egy bizonyos metastabilis állapotban
lesz, csak a jelenlegi állapottól függ, és nem függ attól, hogy a jelenlegi állapotába honnan jutott
a rendszer.
Egy Markov-modell metastabilis állapotainak elkülönítésére szolgál a Perron-klaszter Klasz-
terelemzés („Perron-Cluster Cluster Analysis) [92]. Tekintsünk most egy ergodikus rendszert le-
író, véges állapotteru˝ Markov-modellt. Ekkor a Tn×n átmeneti mátrix, ahol n a Markov-modell
állapotainak száma, λi sajátértékei mind valósak lesznek és λ1 = 1, valamint |λi|< 1 minden i >
> 1-re. Minden egyes sajátérték megfelel egy ti =− τlnλi ido˝skálájú mozgásnak [107]. Azt, hogy
a megfelelo˝ mozgás milyen állapotok között zajlik, a sajátértékhez tartozó jobboldali sajátvektor
komponenseinek elo˝jelelemzésével határozhatjuk meg [91].
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Ha az elso˝ k számú sajátérték nagyságban jól elkülönül a többito˝l, akkor ezt a k sajátértéket
Perron-klaszternek nevezzük, és ez azt jelzi, hogy az állapotok nagy része k számú metastabilis
állapotba sorolható.
Diszkonnektivitási gráf
Energiafelszínek topográfiájának feltárására alkalmas eszköz a diszkonnektivitási gráf. Osszuk
föl a vizsgált rendszer állapotterét diszkrét, át nem fedo˝ részterekre (részhalmazokra) úgy, hogy
minden ilyen résztér egy α lokális minimumhoz tartozó RE0 (α) vonzási medencét (attraction
basin) reprezentáljon, ahol minden s ∈ RE0 (α) állapot energiája kisebb egy bizonyos E0-nál.
Ezek az RE0 (α) vonzási medencék nagyobb méretu˝ REi (α′) szupermedencékbe egyesítheto˝k
úgy, hogy minden s ∈ REi (α′) állapot E (s) energiája kisebb legyen Ei > E0-nál és REi (α′) bár-
mely két állapota legyen összekötve olyan útvonallal, ami magában a résztérben vezet. α′ itt
a legalacsonyabb energiájú lokális minimum azok között, melyek REi (α)-ben vannak, azaz
α′ = min
{
α : α ∈ RE0 (α)⊂ REi (α′)} (28)
A vonzási medencéknek a hierarchikus összevonása addig ismételheto˝, amíg a teljes állapotteret
egyetlen szupermedencébe nem egyesítettük.
Ábrázoljuk a vonzási medencék hierarchiáját gráf formájában úgy, hogy a gráf csúcsai le-
gyenek a különbözo˝ energiaszinteken definiált vonzási (szuper)medencék, és két ilyen csúcsot
akkor kössön össze él, ha az egyik csúcs által reprezentált (szuper)medence a másik csúcs ál-
tal reprezentált szupermedencének részhalmaza. Gyakorlati szempontból érdemes a gráfot úgy
ábrázolni a kétdimenziós térben, hogy a gráf csúcsainak valamelyik dimenzió szerinti koordiná-
tái megfeleljenek Ei-nek. Ekkor a gráfról leolvasható, hogy az egyes vonzási medencék közötti
energiagátak milyen energiájúak és ezáltal következtetni lehet a rendszer dinamikájára [108].
Átmenetiútvonal-elmélet
A reakciókinetikában a sebességi együttható elméleti származtatásának legszélesebb körben al-
kalmazott elmélete az átmenetiállapot-elmélet. Eszerint a reaktáns állapotból kiindulva a rend-
szernek keresztül kell mennie egy magas energiájú állapoton, amit átmeneti állapotnak nevezünk.
Ha egyetlen reakciókoordináta mentén ábrázoljuk a rendszer szabadenergiáját, akkor két ala-
csony szabadenergiájú állapot között – ezek a reaktáns és a termék – a szabadenergia-görbének
maximuma van, és az ehhez a maximumhelyhez tartozó állapot az átmeneti állapot. A reakció
sebességét egyrészt a reakciókoordináta menti diffúzió sebessége, másrészt az átmeneti állapot
és a reaktáns állapot szabadenergiájának különbsége – az aktiválási szabadenergia – határoz-
za meg. Az elmélet feltételezése szerint ha a rendszer a reakciókoordináta mentén túljutott az
átmeneti állapoton, akkor a reakció mindenképpen lezajlik.
Az elmélet alapveto˝ feltételezése az, hogy a reaktáns és a termék állapot ún. metastabilis ál-
lapotok. A metastabilitás azt jelenti, hogy a mikroállapotok között a metastabilis állapoton belüli
átmenetek jóval kisebb ido˝skálán zajlanak le, mint a metastabilis állapotok közötti átmenetek.
Matematikailag ez azt jelenti, hogy a rendszer egy Markov-modellként írható le, ahol a Markov-
modell csúcsai a metastabilis állapotok, a köztük lévo˝ átmenetek az élek, és az élek súlya arányos
a sebességi együttható értékével.
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Ha ketto˝nél több állapotot és a köztük lévo˝ átmeneteket akarjuk figyelembe venni, akkor fel-
írható a sebességi együtthatók segítségével egy differenciálegyenlet-rendszer, amelynek megol-
dásával megkaphatók az egyes metastabilis állapotok mennyiségeinek ido˝görbéi. Hangsúlyozni
kell azonban, hogy ez a vizsgálat csak akkor írja le pontosan a rendszer dinamikáját, ha a modell
állapotai valóban metastabilis állapotok.
Mit lehet tenni, ha a rendszernek nincsenek metastabilis állapotai illetve ha általunk önké-
nyesen definiált állapotból induló átmeneteket vizsgálunk? Erre jelenthet megoldást az Átmene-
tiútvonal-elmélet [93].
Az Átmeneti Útvonal Elmélet (a továbbiakban az angol elnevezésbo˝l származó TPT
(Transition Path Theory) rövidítést fogom használni) segítségével kiszámítható, hogy az
átmeneti hálózat élein átmeno˝ fluxus mekkora hányada reaktív, azaz mekkora hányada éri
el a termék állapotot.
A módszer elso˝ lépéseként definiáljuk tetszés szerint az állapotok halmazának két át nem
fedo˝ részhalmazát, ezek egyike lesz a reaktánshalmaz (A ), a másik a termékhalmaz (B). Ezután
az átmeneti hálózat élein a reaktánshalmazból a termékhalmazba irányuló reaktív fluxust vizs-
gáljuk. Ehhez a (q+), ún. elkötelezo˝dési függvény („committor function”) értékeinek kiszámítása
szükséges. Az ún. elo˝refelé elkötelezo˝dési függvény („forward committor function”) értéke egy
adott állapotban azt adja meg, hogy a rendszer milyen valószínu˝séggel jut el a termékhalmazba az
adott állapotból anélkül, hogy meglátogatná a reaktánshalmazt. A (q−) hátrafelé elkötelezo˝dési
függvény („backward committor function”) értéke pedig azt adja meg, hogy mi a valószínu˝sé-
ge, hogy a rendszer a reaktánshalmaz valamelyik állapotából érkezett a termékhalmaz érintése
nélkül.
Ha Ti j az átmeneti mátrix i-edik sorának j-edik eleme, akkor az elo˝refelé elkötelezo˝dési
függvény értéke a
q+i =∑
j
Ti jq+ j (29)
egyenletrendszer megoldásával határozható meg [94], feltéve, hogy
q+i = 0, minden i ∈ A-ra
q+i = 1, minden i ∈ B-re.
Reverzibilis Markov-modellekre q−i = 1− q+i, tehát a hátrafelé elkötelezo˝dési függvény
értékeinek kiszámítására nincs szükség.
Az egyensúlyi valószínu˝ségek és az elo˝refelé elkötelezo˝dési függvény értékének segítségével
kiszámítható az egy élen átfolyó reaktív fluxus:
f ABi j =
{
pii (1−q+i)Ti jq+ j ha i 6= j
0 egyébként,
(30)
ahol pii az i állapot egyensúlyi valószínu˝sége.
A reakció sebessége (vAB) ezek alapján
vAB = ∑
i∈A, j∈S
f ABi j , (31)
ahol S a rendszer állapotainak halmaza.
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A vizsgált szekvenciák
Vizsgálataimba azokat a HP szekvenciákat vontam be, ahol a dimer alapállapota egyedi, az-
az létezik egy olyan állapot, amelynek mindegyik másik állapotnál alacsonyabb az energiája.
A monomer alapállapotára nem tettem ilyen kikötést.
Jelölje {NM} a monomer alapállapoti konformációinak halmazát és ND pedig azt a konfor-
mációt, amit a monomer a dimer alapállapotában fölvesz (itt most feltételeztem, hogy a dimer
alapállapota szimmetrikus, azaz a két lánc konformációja megegyezik). Ha egy szekvenciára
ND ∈ {NM}, az adott szekvenciát derék szekvenciának nevezem, ha ND /∈ {NM}, a szekvencia
nem derék.
A számítási kapacitás korlátozottsága miatt a legnagyobb lánchossz, amelyre még tudtam
enumerációt végezni, l = 10. Vizsgálataimat azokon a 4≤ l ≤ 10 szekvenciákon végeztem, ame-
lyekre a dimer alapállapota egyedi.
A van’t Hoff és a kalorimetrikus entalpia számítása
A kalorimetrikus kétállapotúság kritériuma szerint
∆HvH/∆Hcal ≈ 1, (32)
ahol ∆HvH és ∆Hcal rendre a van’t Hoff és a kalorimetrikus entalpia. Mind a van’t Hoff, mind
a kalorimetrikus értéke kiszámítható az állapotsu˝ru˝ség-függvény ismeretében.
A van’t Hoff entalpiát a
∆HvH = 〈∆H〉TfD = 〈H〉
Tf
D −HN (33)
egyenlet adja meg, ahol 〈. . .〉TD a denaturált állapothoz tartozó mikroállapotokra vett Boltzmann-
átlag a T ho˝mérsékleten, HN a natív állapot entalpiája és Tf a felgombolyodási ho˝mérséklet, amit
a
pN (Tf ) = pD (Tf ) (34)
definiál, ahol pN (Tf ) és pD (Tf ) rendre a natív és a denaturált állapot valószínu˝sége a Tf ho˝mér-
sékleten.
A felgombolyodási ho˝mérsékletet úgy számítottam, hogy a szelo˝módszer segítségével meg-
oldottam T -re a
qNe−EN/T =
1
2∑i
qie−Ei/T (35)
egyenletet, ahol qi és Ei rendre az i-edik állapot multiplicitása és energiája.
A kalorimetrikus entalpia értéke
∆Hcal = 〈∆H〉∞ = 〈H〉∞−HN, (36)
ahol 〈. . .〉T az összes mikroállapotra vett Boltzmann-átlag a T ho˝mérsékleten.
Kanonikus sokaság esetén végtelen ho˝mérsékleten minden mikroállapot egyformán való-
színu˝. Az általam vizsgált modellben minden állapot egy mikroállapot-sokaságnak felel meg.
A modellben definiált állapotokra számított átlag tehát végtelen ho˝mérsékleten
〈H〉∞ =
∑
i
Hiqi
∑
j
qi
, (37)
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ahol qi az i-edik állapot multiplicitása. Mivel a modellben nincs nyomás definiálva, ezért egy
mikroállapot entalpiáját egyenlo˝nek tekintem az energiájával.
A használt programok
A legtöbb feladatot saját magam által írt programokkal oldottam meg. Az enumerációs számítá-
sokat végzo˝, a Monte Carlo szimulációkat végzo˝ és az állapothálózatokat elo˝állító programokat
C nyelven írtam. Az adatok kiértékeléséhez használt egyszeru˝bb programokat Python nyelven.
Kiterjedten használtam a Python numerikus számítások végzésére készült modulját, a Numpyt.
Az átmeneti hálózatok átmeneti mátrixai a legtöbb szekvencia esetében ritka mátrixok vol-
tak. A ritka mátrixokon végzett számításokat (pl. mátrixok spektrális elemzése) a Python Scipy
moduljának Scipy.sparse és Scipy.sparse.linalg moduljában definált osztályok és függvények se-
gítségével végeztem.
A hálózatokon végzett számításokhoz a Networkx modult használtam, a grafikonok készíté-
séhez pedig a Matplotlib modult.
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Eredmények
Alkonyzóna fehérjék rendezettsége és rendezetlensége között
A rendezetlen fehérjék az aminosavösszetételük alapján jól megkülönböztetheto˝k a rendezett
fehérjékto˝l. Jó elkülönülést kapunk, ha a szekvenciák aminosavösszetételét az átlagos hidrofobi-
citással és az abszolút átlagos nettó töltéssel jellemezzük. Ha a vizsgált szekvenciákat az átlagos
hidrofobicitás-abszolút átlagos nettó töltés síkon helyezzük el, a rendezett és a rendezetlen szek-
venciák által elfoglalt részsíkok átfednek. Az átfedo˝ zónát alkonyzónának nevezzük.
HP és HPN szekvenciákat vizsgáltunk abból a célból, hogy megvizsgáljuk, hogyan függ a
lánchosszúságtól az alkonyzóna szélessége. HP szekvenciák esetében 4–23 láncmonomer hosszú-
ságig az összes lehetséges szekvenciát megvizsgáltuk, és minden szekvencia esetén enumeráció-
val meghatároztuk az alapállapot energiáját. Harminc, negyven és ötven láncmonomer hosszúsá-
gú láncok esetén pedig mintavételeztük a szekvenciateret, és minden szekvencia esetén az alapál-
lapoti energiát Metropolis–Hastings Markov-lánc Monte Carlo módszer segítségével becsültük.
HPN szekvenciák esetén 4–20 láncmonomer hosszúságig enumerációval határoztuk meg az alap-
állapoti energiákat, 14 láncmonomer hosszúságig az összes lehetséges szekvenciára, hosszabb
láncokra pedig a szekvenciatér mintavételezésével kapott szekvenciákra. Szintén mintavételez-
tük a 30, 40 és 50 láncmonomer hosszúságú láncok szekvenciaterét, és a kapott szekvenciák
alapállapoti energiáit Monte Carlo szimuláció segítségével becsültük.
Azt a láncot tekintettük rendezetlennek, amelynek az egy láncmonomerre eso˝ alapállapoti
energiája nagyobb volt egy elo˝re meghatározott értéknél, ami a mi esetünkben 0,3 volt. Mind
a HP, mind a HPN modellek esetén egy lánchosszúságfüggo˝ kontaktusenergi alpján számítottuk
az alapállapotok energiáit. HP modellek esetében az átlagos hidrofobicitás, míg HPN modellek
esetében az átlagos hidrofobicitás és az abszolút átlagos nettó töltés függvényében vizsgáltuk
a rendezetlen szekvenciák részarányát, és megvizsgáltuk, hogy milyen széles az alkonyzóna,
azaz az a tartomány, ahol a rendezetlen szekvenciák aránya 0,2 és 0,8 között van. A 6. és a 7.
ábrák mutatják az eredményeket. Jól látszik, hogy az alkonyzóna szélessége a lánchosszúság
növekedésével csökken. Lánchosszúságtól függo˝ kontaktusenergia segítségével az is elérheto˝,
hogy az alkonyzóna pozíciója ne változzon a HP és a HPN modellek esetében, ahogy azt valódi
fehérjék esetében láthatjuk a 8. ábrán [45].
A dimerképzo˝dés szempontjából az alkonyzóna szélességének azért van jelento˝sége, mert
nyilvánvaló, hogy rendezetlen peptidek rendezett homodimerjeinek képzo˝désekor azonos ami-
nosavösszetétel mellett a monomer rendezetlen, míg a dimer rendezett, tehát a rendezettséget a
lánchosszúság határozza meg.
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6. ábra. A rendezetlen szekvenciák aránya az összes HP szekvencia között az átlagos hidrofobici-
tás és a lánchosszúság függvényében, lánchosszfüggo˝ kontaktusenergiával számolva. A pontokra az
1/
(
1+ exp
(
ax2+by2+ cxy+dx+ ey+ f
))
alakú kétváltozós négyzetes logisztikus függvényt illesztet-
tük (amit a színskála jelöl). Az adatpontok helyét fehér keresztek jelzik.
7. ábra. A rendezetlen szekvenciák aránya HPN szekvenciák között az átlagos hidrofobicitás és az ab-
szolút átlagos nettó töltés függvényében, lánchosszfüggo˝ kontaktusenergiával számolva. különbözo˝ lánc-
hosszúságokra. A pontokra az 1/
(
1+ exp
(
ax2+by2+ cxy+dx+ ey+ f
))
alakú függvényt illesztettük.
A színskála megfelel a 6. ábrán láthatónak.
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8. ábra. (A-E) A rendezetlen szekvenciák részaránya valódi fehérjék között az átlagos hidrofobicitás és az
abszolút átlagos nettó töltés függvényében különbözo˝ lánchosszúság-tartományokban (-49, 50-99, 100-
199, 200-299, 300-). A lánchosszúság-tartományok rendre 194, 184, 126, 64 és 38 láncot tartalmaztak;
fele-fele arányban rendezett és rendezetlen láncokat. Az adatokra 1/(1+ exp(ax+by+ c)) alakú kétvál-
tozós logisztikus függvényt illesztettünk. A színskála megegyezik a 6. ábrán láthatóval. (F) Az alkonyzóna
szélessége a különbözo˝ lánchosszúság-tartományba eso˝ láncok esetén.
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Monte Carlo-szimulációk
A kérdések megválaszolására elo˝ször Markov-lánc Monte Carlo szimulációkat végeztem l = 4–
10 hosszúságú, egyedi dimer alapállapottal rendelkezo˝ láncokra. A szimulációkat a felgombo-
lyodási ho˝mérsékleten végeztem, amit úgy definiáltam, mint az a ho˝mérséklet, ahol a natív álla-
pot valószínu˝sége 0,5. A dimerek lehetséges állapotait a monomer láncok felgombolyodottsága
alapján csoportosítottam. Figyelemmel kísértem a szimuláció során az egyes csoportok koncent-
rációit és azt összevetettem az egyensúlyi értékekkel. Megfigyeltem, hogy derék szekvenciák
esetén, tehát amikor a lánc dimer alapállapotbeli konformációja a monomernek is alapállapota,
az az állapot, amelyben egy natív és egy nemnatív konformációjú lánc van jelen, az egyensúlyi
értékéhez képest átmenetileg felhalmozódik (lásd 9. ábra). Ez arra utalt, hogy egy aszimmetrikus
köztes állapot alakul ki a dimerképzo˝dés során, amelyben a két lánc közül az egyik már a natív
konformációban van. Más köztes állapotok esetén ilyen feldúsulást nem tapasztaltam.
9. ábra. A PHPPHPPPPH szekvenciájú lánc dimerképzo˝désének kinetikai görbéi. Az U +U állapotban
mindkét lánc denaturált állapotban van, az U +N állapotban az egyik lánc natív, a másik denaturált
állapotban van, míg az N +N állapotban mindkét lánc a natív konformációban. Az N2 állapot a natív
dimert jelöli. [. . .] a pillanatnyi koncentrációkat jelöli, míg [. . .]eq az egyensúlyi koncentrációt.
A szimulációk segítségével egy átfogó képet kaptam a dimerképzo˝dés folyamatáról, de nem
voltak alkalmasak arra, hogy a folyamatok részletes leírását adjam a segítségükkel. Abból a cél-
ból, hogy a dimerképzo˝dés részletes mechanizmusát föltárjam, fölépítettem a rendszer teljes
állapothálózatát, amit a szimuláció során csak mintavételeztem. A teljes hálózat felépítéséhez az
összes állapotot és a köztük lévo˝ átmeneteket is egyszerre kell tárolni a számítógép memóriájá-
ban. Ez azonban csak nagyon rövid láncokra lehetséges.
A vizsgálatba bevont szekvenciák kiválasztása
A vizsgálat célja fehérje homodimerek képzo˝dési mechanizmusának vizsgálata volt, különös te-
kintettel arra, hogyan képeznek rendezetlen peptidek rendezett komplexet. Megkerestem tehát
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azokat a HP szekvenciákat, amelyek dimer alapállapota egyedi, azaz – a modell tulajdonságai-
ból eredo˝ szimmetriáktól eltekintve – a legalacsonyabb energiaszinten egyetlen állapot található.
Enumerációval l = 4–8 lánchosszúságig meghatároztam minden egyes HP szekvencia esetén
a dimer alapállapotát és annak energiáját, és ezek közül kiválogattam azokat, amelyek egye-
di alapállapottal rendelkeznek. Ezek között a szekvenciák között vannak olyanok, amelyeknek
monomer alapállapotban is egyedi az alapállapotuk, a többségre azonban a monomer alapálla-
potának degeneráltsága jellemzo˝. A szekvenciákat csoportosítottam aszerint is, hogy a láncok
natív dimerbeli konformációja a monomernek is alapállapoti konformációja-e. Az 1. táblázat
az így kiválasztott szekvenciákat mutatja, a monomer alapállapotok számával együtt. A táblá-
zatban feltünettem, hogy az adott szekvencia derék vagy nem derék, ill. azt is, ha az alapállapot
aszimmetrikus. Aszimmetrikus alapállapotú szekvenciák esetében az egyik konformáció minden
esetben a monomernek is alapállapota. A 10. ábra a megfelelo˝ dimerek alapállapotait mutatja.
Szekvencia A monomer alapállapotainak száma Derék–nem derék–aszimmetrikus
HPPH 1 derék
HHPHH 1 derék
PHPPHP 3 derék
HPPHPHH 2 derék
HHHHHPH 3 aszimmetrikus
PHPPPHP 5 derék
HHPPHPH 1 nem derék
PHPHPPHP 2 nem derék
HHPHPPHP 3 derék
PHPPPPHP 5 derék
HPPHPPHP 2 derék
HHHHHPHP 6 aszimmetrikus
HHPHHPHH 3 derék
1. táblázat. Az egyedi dimer alapállapottal rendelkezo˝, l = 4–10 hosszúságú szekvenciák és a monomereik
alapállapotainak száma.
A megfelelo˝ mozgáskészlet kiválasztása
A Markov-lánc Monte Carlo módszerekben szükséges definiálni az állapotok közötti átmene-
teket. A lehetséges átmeneteknek ezt a halmazát mozgáskészletnek nevezzük. Négyzetrácsmo-
dellekre többféle mozgáskészletet definiáltak. Ilyen mozgáskészlet pl. az angol terminológiában
„k-bead move”-nak nevezett mozgáskészlet, ahol egy elo˝re meghatározott k számú láncmonomer
pozíciója változik meg egyetlen mozgás során [109], azonban ez a mozgáskészlet hosszú láncok-
ra nem ergodikus [110]. Az ún. könyökmozgás („pivot move”) során egyetlen kiválasztott lánc-
monomer körül végzünk elforgatást [111, 112]. A könyökmozgás ergodikus, de hátránya, hogy
kompakt konformációk esetén az elfogadási arány nagyon alacsony [111, 113]. Alapveto˝en el-
téro˝ módszer a kötés-átrendezés („bond-rebridging”) [114], amelyre ugyan magas az elfogadási
arány, viszont nem ergodikus [113].
Lesh és munkatársai 2003-ban publikálták „pull moves” nevu˝ Monte Carlo mozgáskészle-
tüket [98]. A mozgáskészletet bevezeto˝ cikkben adnak egy bizonyítást a mozgáskészlet rever-
zibilitására. A bizonyítás a következo˝. Ha a mozgás egy vagy két láncmonomer pozíciójának
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10. ábra. Az egyedi dimer alapállapottal rendelkezo˝ szekvenciák alapállapotai.
megváltozásával jár, a reverzibilitás triviális (11. ábra), ezért vizsgáljuk azokat az eseteket, ahol
legalább három láncmonomer kerül új pozícióba.
Minden, legalább három láncmonomert érinto˝ mozgás egy olyan huroknak a létrejöttével jár,
ahol a lánc a négyzetrács egy celláját három oldalról körbeveszi. Vegyük most elo˝ször azt az ese-
tet, amikor a mozgás a láncvég elérése elo˝tt véget ér. Ekkor egy ugyanolyan hurok megszu˝nik,
mint ami a mozgás kezdetekor a lánc egy másik részén létrejött. A megszu˝no˝ és a képzo˝do˝ hurok
közötti részen a négyzetrács ugyanazon pozíciói lesznek foglaltak a kiindulási és a végkonfor-
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11. ábra. Egy és két láncmonomert érinto˝ mozgások. Könnyen belátható, hogy mindkét mozgástípus re-
verzibilis.
mációban. Ha most azt a mozgást tekintjük, ami létrehozza azt a hurkot, amit a fenti mozgás
megszüntetett, akkor, miközben a közbeeso˝ részeket szintén változatlanul hagyja, a fenti mozgás
által létrehozott hurkot szünteti meg és ezzel a mozgás azon a ponton be is fejezo˝dik (12. (a) áb-
ra). Ha az eredeti mozgás elérte a lánc végét (legyen most ez az n-dik láncmonomer), akkor az
n-dik és az n−1-dik láncmonomerekkel kezdo˝do˝ végmozgás visszaállítja az eredeti konformá-
ciót (12. (b) ábra) [98].
12. ábra. Legalább három láncmonomer pozíciójának megváltozásával járó mozgások. Fekete színnel van
ábrázolva a kiindulási konformáció, kék szaggatottal a végkonformáció. Azok a pozíciók, amiket a piros
élek kötnek össze, mind a kiindulási, mind a végkonformációban foglaltak. (a) Mozgás, ami nem változ-
tatja meg a láncvégi láncmonomer pozícióját. (b) Mozgás, ami a láncvégi láncmonomer pozíciójának
megváltoztatásával jár.
A cikkben adott bizonyítás azonban nem tér ki a végmozgások reverzibilitására. Tekintsük
most az 1 és 2 láncmonomereket érinto˝ olyan végmozgást, ahol a C pozíció szomszédos az x2
pozícióval, tehát az x1, x2, L és C pozíciók egy négyzet négy sarkán helyezkednek el. Ekkor
kezdjük el az ellentétes irányú mozgást, úgy, hogy az eredeti mozgás lépéseinek fordítottját hajt-
juk végre fordított sorrendben. Mivel az x′4 pozíció szomszédos az x
′
1 pozícióval, mikor elérjük
a mozgás során az x′4 pozíciót, egy érvényes konformációt kapunk, tehát a mozgás leáll. Ebbo˝l
kifolyólag azonban az 1 sorszámú láncmonomer nem kerül vissza az eredeti pozíciójába, tehát
a végmozgás nem volt reverzibilis (13. ábra) [100].
Most vizsgáljuk meg milyen következménye van ennek az irreverzibilitásnak. Markov-lánc
Monte Carlo szimulációkban tetszo˝leges i→ j átmenet valószínu˝sége arányos az a priori való-
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13. ábra. Az irreverzibilis végmozgás [100].
színu˝ségek hányadosával, azaz
pi j ∝
papji
papi j
. (38)
Az átmenet a priori valószínu˝sége:
papi j =
ni j
ni
, (39)
ahol ni j az i állapotból kiinduló, a j állapotot létrehozó lehetséges mozgások száma, ni pedig az
összes, az i csúcsból kiinduló lehetséges mozgás száma. Ha egy mozgás irreverzibilis úgy, hogy
n ji = 0 (ez a helyzet az irreverzibilis végmozgások esetében), akkor pi j nulla lesz és a mozgást
soha nem fogadjuk el a szimuláció során. Ekkor a számítás ugyan korrekt eredményre vezet, de
a szükségesnél több CPU ido˝t kell fölhasználni.
Az algoritmus implementációja során azonban a (38) egyenlet egy egyszeru˝sített alakja is
használható. Ha feltételezzük, hogy a mozgáskészlet reverzibilis, ahogy azt a [115, 116, 114]
tanulmányokban teszik, akkor
ni j = n ji, (40)
és (38)-bo˝l
pi j ∝
ni
n j
(41)
lesz.
Ha azonban a mozgáskészlet irreverzibilis, akkor (40) nem lesz érvényes és az irreverzibilis
mozgások valószínu˝sége nullától eltéro˝ lesz, ami nem megfelelo˝ mintavételezéshez vezet.
Wang – Landau szimuláció segítségével becsültük egy l = 20 hosszúságú kétdimenziós HP
monomer állapotsu˝ru˝ség-függvényét abból a célból, hogy megvizsgáljuk mi a hatása, ha figyel-
men kívül hagyjuk az irreverzibilitást. Elvégeztük a szimulációt úgy, hogy megengedtük, ill.
nem engedtük meg az irreverzibilis mozgásokat, és ezeket összevetettük az enumerációval ka-
pott egzakt értékekkel. Az eredményeket a 14. ábra mutatja. Ahogy az ábra mutatja, hogy ha
41
DOI:10.15774/PPKE.ITK.2015.002
14. ábra. A HPHPPHHPHPPHPHHPPHPH kétdimenziós 20mer [118] normált állapotsu˝ru˝ség-függvény
(gnorm (E)) logaritmusa 50 Wang – Landau szimuláció átlagából számolva reverzibilis ill. irreverzibilis
mozgáskészletet alkalmazva, valamint egzakt enumerációból.
megengedjük az irreverzibilis mozgásokat, akkor a módszer szignifikánsan alulbecsüli a leg-
több állapotsu˝ru˝séget, különösen az alacsony energiák esetében. Hasonló, bár kevésbé kifejezett
eredményt kaptunk három korábban már vizsgált szekvencia [116, 117, 118]: egy kétdimenziós
64mer, egy háromdimenziós 103mer és egy 18mer homopolimer vizsgálatakor.
A legmegfelelo˝bb energiafüggvény kiválasztása
Ha egy rendszert statisztikus termodinamikai szempontból kívánunk jellemezni, elengedhetetlen
ismerni a rendszer állapotainak energiáját. Egy olyan nagyon leegyszeru˝sített modellnél, mint
a kétdimenziós HP négyzetrácsmodell, egyáltalán nem triviális, hogy milyen energiafüggvény
segítségével jellemezzük az egyes állapotokat. A jó energiafüggvénynek meg kell felelnie néhány
gyakorlati kritériumnak:
• a rendszer kello˝en nagyszámú energiaszinttel rendelkezzen, de leheto˝leg kevesebbel, mint
a mikroállapotok száma
• az egyedi alapállapottal rendelkezo˝ szekvenciák száma minél nagyobb legyen
• legalább a szekvenciák egy része könnyen felgombolyodó legyen, ami kapcsolatba hozha-
tó az adott szekvencia (kalorimetrikus) kétállapotúságával. A kalorimetrikus kétállapotú-
ság gyakran megfigyelheto˝ kisméretu˝ fehérjéknél [119] .
Célunk az volt, hogy egy olyan energiafüggvényt definiáljunk, ami leheto˝leg teljesíti a fenti
összes kritériumot.
Minél nagyobb az energiaszintek száma, az energiafelszín annál simább lesz, és fordítva,
kevés energiaszint kevéssé sima energiafelszínt hoz létre. Minél simább az energiafelszín, a fel-
gombolyodás annál gyorsabban megy végbe, ami a valós fehérjék esetében biológiai kényszer.
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Az egyedi alapállapot megfelel az Anfinsen-dogmának, azaz hogy egy fehérje denaturáció
után mindig ugyanabba az állapotába tér vissza, mégpedig az állapotok közül a legalacsonyabb
szabadenergiájúba. Rendezetlen fehérjék esetén is gyakran megfigyelték, hogy valamilyen part-
nerhez való köto˝dés során a szabad állapotban rendezetlen lánc a köto˝dés során rendezett szer-
kezetet vesz fel [25], tehát a komplex alapállapota egyedinek tekintheto˝ akkor is, ha a komplexet
alkotó láncok alapállapotai önmagukban nem is azok.
A [87]-ben definiált, szomszédság alapú energiafüggvénynek van néhány hátránya. Elo˝ször
is az energiaszintek száma kicsi. Gyakori, hogy akár egy tíz láncmonomer hosszú, egyedi alap-
állapotú szekvencia is mindössze négy energiaszinttel rendelkezik, miközben a monomer le-
hetséges konformációinak a száma 2034 (pl. PHPPHPHHH). Ha a 4-8 láncmonomer közötti
szekvenciákat vizsgáljuk, azoknak a szekvenciáknak a száma, ahol a dimer alapállapota egyedi,
mindössze tizenegy (ha azokat a szekvenciákat egynek számítjuk, ahol a két lánc szekvenciája
azonos, csak ellentétes irányban). A van’t Hoff és a kalorimetrikus entalpia aránya még a Go¯-
potenciál [66] alkalmazása és a HP+ [120] energiafüggvény használata esetén is jóval 1 alatt
marad [119].
Különbözo˝ energiafüggvények összehasonlító elemzését végeztem el monomer láncokon,
hogy olyan energiafüggvényt találjak, amely leheto˝leg kielégíti a viszonylag sok energiaszint,
a sok egyedi alapállapot és a gyors felgombolyodás kritériumait.
Távolságfüggo˝ energiafüggvény
Elso˝ kísérletként a szomszédság alapú energiafüggvény helyett egy olyan távolságfüggo˝ ener-
giafüggvényt vezettünk be, ahol minden olyan H-H láncmonomerpár hozzájárul az összenergi-
ához, amelyek a szekvencia mentén nem szomszédosak. Egy ilyen adott H-H láncmonomerpár
energiahozzájárulása távolságuk valamilyen hatványával arányos. Monomer esetén tehát egy Γ
konformáció energiája:
E (Γ) = ε ∑
i, j>i+1
1
(di, j)
a∆i, j, (42)
ahol ε< 0 a kölcsönhatási energia, és
∆i, j =
{
1 ha si = H és s j = H
0 egyébként
, (43)
ahol di, j az i-edik és a j-edik láncmonomer euklideszi távolsága, a a távolságfüggés hatványki-
tevo˝je, és s = (s1,s2 . . .sl) a szekvencia.
Tetszo˝leges n számú monomerbo˝l álló rendszer adott Γ állapotának energiája pedig:
E (Γ) = ε
(
n
∑
k=1
∑
ik, jk>ik+1
1
(di, j)
a∆ik, jk +∑
k,m
∑
ik, jm
1
(di, j)
a∆ik, jm
)
, (44)
ahol ik, jk, jm rendre a k-adik lánc i-edik, a k-adik lánc j-edik és az m-edik lánc j-edik láncmo-
nomerét jelöli.
„Klaszter” energiafüggvény
Nevezzük H-H klaszternek azon hidrofób monomerek halmazát a négyzetrácson, amelynek min-
den eleme elérheto˝ minden másikból szomszédsági kontaktusokon keresztül (beleértve most
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a lánckontaktust is). Ezután a klaszter – a lánc mentén nem szomszédos – tagjai között kiszámít-
juk a kölcsönhatási energia értékét a távolságfüggo˝ energiafüggvény szerint.
Ha elemezzük az energiafüggvényt, láthatjuk, hogy kéttagú klaszter esetén a klaszterhez tar-
tozó energia megegyezik a szomszédság alapú energiafüggvénnyel kapott energiával. Ha a klasz-
ter valamelyik tagjának szomszédságába egy harmadik hidrofób láncmonomer kerül, akkor a
szomszédság alapú energiafüggvénnyel kapott energiához hozzáadódik a nem szomszédos lánc-
monomerek közötti távolságfüggo˝ energiatag. A távolságfüggo˝ energiafüggvény esetében, ahogy
két hidrofób láncmonomer közeledik egymáshoz, a kölcsönhatási energia fokozatosan csökken.
Az új energiafüggvényben ezek a tagok csak akkor adódnak a teljes állapot energiájához, ha az
adott láncmonomerek azonos klaszterbe kerülnek.
Négyzetes diagonális energiafüggvény
Induljunk ki a távolságfüggo˝ energiafüggvénybo˝l, de csak azokhoz a H-H párokhoz rendeljünk
nullától különbözo˝ energiát a fent definiált távolságfüggo˝ energiafüggvény szerint, amelyeknek
d euklideszi távolságára érvényes a
d2 ≤ 2 (45)
összefüggés.
Miután az összes releváns H-H párra kapott energiákat összegzem, az összeg abszolút értékét
négyzetre emelem, és a négyzet ellentettjét veszem.
Az energiafüggvények összevetése
A távolságfüggo˝ energiafüggvény nyilvánvaló elo˝nye a szomszédság alapúval szemben az, hogy
mind az energiaszintek, mind az egyedi alapállapottal rendelkezo˝ szekvenciák száma jóval na-
gyobb. Az energiafüggvény azonban additív, ezért nem várható to˝le kooperatív viselkedés [119].
A vizsgálatok azt mutatták, hogy meglepo˝ módon még a szomszédság alapú energiafüggvénynél
is kevésbé mutatja a kétállapotú kooperativitást.
A szomszédság alapú és a távolságfüggo˝ energiafüggvényt kombinálva definiáltuk a klaszter
energiafüggvényt. A klaszter energiafüggvény sajátsága, hogy minél nagyobb méretu˝ egy klasz-
ter, annál alacsonyabb (nagyobb negatív érték) az egy kontaktusra jutó kölcsönhatási energia. Ha
például nyolc hidrofób láncmonomer két, egyenként négy hidrofób láncmonomerbo˝l álló klasz-
terbe csoportosul, a kölcsönhatási energia magasabb lesz, mintha ezt a két klasztert egyetlen,
nyolc láncmonomerbo˝l álló klaszterbe egyesítenénk. A várakozásainkkal ellentétben a klaszter
energiafüggvény, bár bizonyos szekvenciák esetén növelte a ∆HvH/∆Hcal arányt, nem javította
lényegesen a termodinamikai kétállapotúságot, annak ellenére, hogy jelento˝sen no˝tt az állapotok
energiái és a natív állapottól való távolságaik közötti korreláció (az eredményeket nem mutatjuk).
Igazán kétállapotú kooperativitást a négyzetes diagonális energiafüggvény bevezetésével ér-
tünk el. Ismert, hogy azok a heteropolimer-modellek mutatnak kétállapotú kooperativitást, ahol
az alapállapot energiája és a denaturált állapot átlagos energiája közötti energiarés nagy a de-
naturált állapotok energiáinak szórásához viszonyítva, ami nem érheto˝ el additív energiafügg-
vény használatával [119]. A négyzetes diagonális energiafüggvény szerint egy állapot energiájá-
nak abszolút értéke a lineárisnál gyorsabban növekszik a kontaktusok számának növekedésével.
Az energiafüggvénnyel minden szekvenciára 1-hez közeli (vagy 1-et meghaladó) ∆HvH/∆Hcal
arányt kaptunk. Mivel a vizsgált energiafüggvények közül egyedül a négyzetes diagonális ener-
giafüggvényre jellemzo˝ a kalorimetrikus kétállapotúság, és mivel az energiafüggvény továbbra
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Szekvencia ∆HvH/∆HcalKlaszter szomszédság alapú Távolságfüggo˝ Négyzetes diagonális
HHPHH 0,71 0,82 1,01
HHPPH 0,68 0,74 1,01
HPPHH 0,68 0,74 1,01
HPHPHH 0,82 0,76 0,71 0.90
HHPPHH 0,62 0,82 0,76 1.00
HHHPPH 0,62 0,78 0,74 0.96
HHPHPH 0,82 0,78 0,71 0.90
HPPHHH 0,62 0,78 0,74 0.96
HPHPPH 0,88 0,78 0,76 0.96
HPPHPH 0,88 0,78 0,76 0.96
HHPHPHH 0,22 0,35
HPPHPPH 0,49 0,51 0.89
HHHHHHH 0,20 0,20
HPHPHHH 0,78 0,71 0,70 0.91
HHHPPHP 0,54 0,71 0,67 0.94
PHPPHHH 0,54 0,71 0,67 0.94
PHHPHPH 0,77 0,71 0,64 0.86
HHHPHHH 0,28 0,39 0.63
HPHPPHH 0,81 0,71 0,64 0.90
PHPPHPH 0,84 0,71 0,70 0.93
HPHPHHP 0,77 0,71 0,64 0.86
HPHPPHP 0,84 0,71 0,70 0.93
HHHPHPH 0,78 0,71 0,70 0.91
HHPPHPH 0,81 0,71 0,64 0.90
2. táblázat. Van’t Hoff ∆HvH és kalorimetrikus ∆Hcal entalpia hányadosa különbözo˝ energiafüggvények
használata esetén egyedi alapállapotú, l = 5–8 hosszúságú szekvenciák monomerjeire.
is rendelkezik azzal a tulajdonsággal, hogy nem tartalmaz az alapállapot szerkezetére vonatko-
zó információt, a további számolásokhoz a négyzetes diagonális energiafüggvényt használtam.
A különbözo˝ energiafüggvényekre számított ∆HvH/∆Hcal értékeket a 2. táblázat mutatja.
A négyzetrácsmodell szimmetriái
A HP modellben, annak jellegébo˝l fakadóan bizonyos konformációk szimmetriaviszonyban áll-
nak egymással. A legegyszeru˝bb ilyen viszony, a tükörképi viszony (15. ábra), azaz az egyik
konformáció a másiknak tükörképi párja. Már ez az egy szimmetria is azt okozza, hogy az alap-
állapot degenerált lesz, hiszen az egymással tükörképi viszonyban álló konformációk azonos
energiájúak lesznek. Ha az adott lánc szekvenciája palindrom, akkor a két különbözo˝ irányú
lánclefutás szintén megkülönböztethetetlen egymástól (16. ábra). Dimerek esetében a láncok
felcserélheto˝sége újabb egymással egyenértéku˝ konformációpárokat definiál (17. ábra).
A szimmetriák kezelését – egy erre a célra írt program segítségével – a következo˝képpen ol-
dottam meg: generáltam a monomer láncra az összes lehetséges önelkerülo˝ konformációt. Mind-
két lánc kezdo˝pontját a 2 · l oldalhosszúságú, négyzet alakú doboz összes lehetséges pozíciójába
helyeztem, valamint mindkét lánc kezdo˝vektorát mind a négy lehetséges irányba forgattam. Az
eljárással megkaptam a rendszer összes lehetséges állapotát. Az összes állapotot a 15–17. áb-
45
DOI:10.15774/PPKE.ITK.2015.002
15. ábra. HP állapotok tükörképi szimmetriája.
16. ábra. A szekvencia palindromitásából származó szimmetria.
rán bemutatott szimmetriatranszformációk segítségével egy olyan egységesített állapotba alakí-
tottam át, hogy az elso˝ lánc kezdo˝pontja a (0, 0) pozícióban legyen, a kezdo˝vektora az (1, 0)
vektor legyen, és az elso˝ olyan belso˝ láncmonomernél, ahol a lánc nem egyenesen folytatódik,
jobbra forduljon. A kapott egységesített állapotok mindegyike egy konformációpárral jellemez-
heto˝. Meghatároztam azoknak az állapotoknak a számát, amelyeket az adott konformációpárral
jellemezheto˝ egységesített állapotba alakítottam át, és – mint a konformációpár multiplicitását –
fölhasználtam egy állapot (szabad)energiájának kiszámításában.
Kétrétegu˝ állapothálózat modell
Az alapmodellben a két láncot egy 2 · l oldalhosszúságú, négyzet alakú dobozban helyeztem el.
Ez azt jelenti, hogy egy l = 10 hosszúságú lánc esetén minden konformációpárra ∼ 100 külön-
bözo˝ elhelyezkedés lehetséges (ha az egyik lánc kezdo˝pontját az origóba helyezzük és a másik
kezdo˝pontját az összes lehetséges rácspontra viszem – a szimmetriák miatt ezt megtehetem).
Minden ilyen elhelyezkedés esetén a második lánc 4 különbözo˝ orientációban állhat a másik
lánchoz képest. Ez nagymértékben megnöveli az állapotok számát és így az állapothálózat mé-
retét is.
Minden állapotnak a két lánc konformációján kívül az egyik legfontosabb – és mivel a vizs-
gálatunk az asszociáltság és a felgombolyodás kapcsolatára fókuszál, ebbo˝l a szempontból leg-
fontosabb – sajátsága, hogy a két lánc asszociált állapotban van-e. Asszociált állapotnak tekintjük
17. ábra. A láncok felcserélheto˝ségébo˝l adódó szimmetria.
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18. ábra. A HPPH szekvencia kétrétegu˝ modellje (balra) és az asszociált állapotok (jobbra). A bal oldali
ábrán piros színnel vannak jelölve az asszociált állapotok, zölddel a disszociált állapotok, a natív állapot
pedig kék színnel.
a két láncot, ha van legalább egy olyan láncmonomerpár, amely pár tagjai különbözo˝ lánc részei
és egymás mellett helyezkednek el a rácson.
Olyan hálózatmodellt vezettünk be tehát (18. ábra), ami ezeket a sajátságokat veszi elso˝dle-
gesen figyelembe. Az ún. kétrétegu˝ modellben minden konformációpárhoz két állapot tartozik:
egy asszociált és egy disszociált.
Tegyük fel most, hogy a láncok diffúziós mozgásához szükséges ido˝ elhanyagolható a kon-
formációs mozgásokhoz szükséges ido˝höz képest, és úgy tekintjük, mintha a rendszer az asszo-
ciált állapotok közül csak a legalacsonyabb energiájú állapotban tartózkodna.
Két asszociált állapot közé akkor húzunk élt, ha létezik olyan mozgás a mozgáskészletben,
ami az egyik asszociált állapotot átviszi egy másik asszociált állapotba. Ha csak olyan mozgás
létezik, amely az asszociált állapotot egy másik konformációpár olyan állapotába viszi át, amely
annak nem asszociált állapota, akkor a két konformációpárnak megfelelo˝ disszociált állapotokat
kötjük össze, ami megfelel annak, hogy a két lánc elo˝ször disszociál, bekövetkezik a konfor-
mációváltozás, majd újra köto˝dnek. Minden konformációpárhoz tartozó asszociált és disszociált
állapotok össze vannak kötve egymással.
A számításokat a kétrétegu˝ állapothálózatot reprezentáló T átmeneti mátrix segítségével vé-
geztük. Az átmeneti mátrix Ti j-edik elemét a
Ti j =
min
(
1, nin j · e
−(E j−Ei)/kBT
)
/ni, ha i 6= j
1− ∑
k 6=i
Tik, ha i = j
(46)
egyenlet adja meg, ahol ni és n j rendre az i-edik és j-edik állapotból kiinduló élek száma, Ei
és E j az i-edik és j-edik állapot energiája, kB a Boltzmann-állandó és T a ho˝mérséklet, amit
a Monte Carlo-szimulációkhoz hasonlóan úgy állítottuk be, hogy a natív állapot valószínu˝sége
0,5 legyen.
Vizsgálatainkat alapveto˝en kétféle koncepció szerint végeztük. Az egyik koncepció az volt,
hogy valamilyen – a kérdésfeltevés szempontjából releváns – mezoállapotokat 2 (a mezoálla-
2Mezoállapotnak nevezem mikroállapotok bármilyen halmazát, amely a rendszernek nem makroállapota.
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potoknak ezt a típusát elo˝re definiált mezoállapotoknak nevezem) definiáltunk, megfigyelheto˝
paraméterek segítségével, a modell felépítéséto˝l függetlenül, és a mikroállapotok mindegyikét
ezen elo˝re definiált mezoállapotok valamelyikébe soroltuk. Ezek után vizsgáltuk az egyes elo˝re
definiált mezoállapotok közötti átmeneteket, azok sebességi együtthatóit és fluxusait. A másik
koncepció szerinti vizsgálat során a mezoállapotok elkülönítésére nem vittünk be önkényes in-
formációt, hanem magának a modellnek a belso˝ kinetikai struktúráját tártuk fel.
A kétrétegu˝ modell elemzése elo˝re definiált állapotok segítségével
Mivel a kutatás a rendezetlen fehérjék kapcsolt felgombolyodás–köto˝désére irányult, célszeru˝
volt valamilyen, a láncok felgombolyodottságát és asszociáltságot kifejezo˝ paramétert defini-
álni. A mikroállapotokat a láncok felgombolyodottsági és asszociációs paraméterei szerint kü-
lönbözo˝ mikroállapotokba soroltuk. A legtöbb számításban az egyszeru˝ség kedvéért kétállapotú
paramétereket használtunk. Ebben az esetben a mikroállapotokat a következo˝ hat mezoállapot
valamelyikébe soroltuk (ahol az „u” és „ f ” rendre a denaturált állapotot és a natív állapotbeli
konformációs állapotot jelöli, míg a „d” és „a” rendre a disszociált és az asszociált állapotot):
• udu: egyik lánc sincs a natív konformációban és nincs közöttük kontaktus
• uau: egyik lánc sincs a natív konformációban és van közöttük kontaktus
• f du: pontosan az egyik lánc a natív konformációban van és nincs a láncok között kontaktus
• f au: pontosan az egyik lánc a natív konformációban van és van kontaktus a láncok között
• f d f : mindkét lánc a natív konformációban van és nincs közöttük kontaktus
• f a f : mindkét lánc a natív konformációban van és van közöttük kontaktus, ami a natív
dimer .
Az uau és a f au állapotokat további két-két részre osztottam aszerint, hogy az adott asszociált
mikroállapotból elérheto˝-e a natív állapot kizárólag asszociált állapotokon keresztül, vagy szük-
ség van legalább egy disszociációs lépésre. Ezek alapján tehát az uau és a f au helyett a következo˝
négy állapot valamelyikébe soroltam a megfelelo˝ mikroállapotokat
• uaun és f aun: a natív állapot elérheto˝ kizárólag asszociált állapotokon keresztül
• uaud és f aud: a natív állapot csak disszociált állapot(ok)on keresztül érheto˝ el .
A fenti nyolc állapot segítségével felrajzolható a komplex kialakulásának kinetikai sémája.
Az uaud és a f aud mezoállapothoz nem minden szekvencia esetében tartoznak mikroállapotok.
A nyolc állapot segítségével definiált kinetikai sémát a 19. ábra mutatja.
Merev dokkolás, indukált felgombolyodás, konformációkiválasztás
Aszerint, hogy a köto˝déskor az egyes köto˝partnerek milyen felgombolyodottsági állapotban van-
nak, három dimerképzo˝dési mechanizmus különítheto˝ el. Indukált felgombolyodásnak, tehát
ahol mindkét lánc a köto˝dés hatására veszi fel a natív konformációját, tekintheto˝ az az eset,
amikor két denaturált lánc kapcsolódik össze. Abban az esetben, amikor a köto˝déskor az egyik
lánc már a natív dimerbeli konformációban van, a másik viszont még denaturált állapotban, habár
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19. ábra. A kétrétegu˝ állapothálózatra az általunk elo˝re definiált mezoállapotok segítségével felírt kinetikai
séma.
a késo˝bbiek során indukált felgombolyodás is végbemehet, a kezdeti lépés egy konformációki-
választási lépés. Amikor két, a natív dimerbeli konformációjában lévo˝ lánc kapcsolódik, merev
dokkolásról beszélhetünk.
Azt, hogy az egyes mechanizmusok mekkora szerepet játszanak a dimer kialakulásában, az
egyes mechanizmusok szerinti útvonalakon átfolyó fluxusok kiszámításával lehet meghatározni.
Mivel a mechanizmusok a monomereknek a köto˝dés pillanatában megfigyelheto˝ felgombolyo-
dottsági állapotától függenek, a két réteget összeköto˝, tehát a köto˝dési lépéshez tartozó éleken
átmeno˝ fluxust kell kiszámítani, és a fluxusokat összegezni a mezoállapotra vonatkozóan. Nem
minden, a két réteget összeköto˝ élen átfolyó fluxus reaktív, azaz olyan, hogy a rendszer újabb
disszociáció nélkül jut el a natív állapotba.
Annak a kiderítésére, hogy a fluxus mekkora hányada reaktív, az átmenetiútvonal-elméletbo˝l
ismert elkötelezo˝dési függvényt hívtuk segítségül. Az átmenetiútvonal-elméletben egy tetszo˝le-
gesen definiált R⊂ S reaktánshalmaz, és egy, a reaktánshalmazzal át nem fedo˝ P⊂ S, R∩P = /0
termékhalmazt definiálunk, és minden s ∈ S, s /∈ R∪P állapotra kiszámítjuk, hogy mekkora an-
nak a valószínu˝sége, hogy s-bo˝l kiindulva P-be jutunk anélkül, hogy közben R-t meglátogatnánk.
Az s állapotokhoz ezt a valószínu˝séget hozzárendelo˝ függvényt nevezzük elkötelezo˝dési függ-
vénynek. Ha a reaktánshalmazt úgy definiájuk, hogy az legyen a disszociált állapotok halmaza,
a termékhalmazba pedig a natív állapot tartozzon, akkor az elkötelezo˝dési függvény azt adja
meg, hogy milyen valószínu˝séggel jut el a rendszer egy asszociált, nem natív állapotból a natív
állapotba anélkül, hogy közben disszociálna a két lánc. Nevezzük az így definiált elkötelezo˝dé-
si függvényt asszociációs elkötelezo˝dési függvénynek. Ha tehát a két réteget összeköto˝ éleken
az asszociált réteg felé folyó fluxusokat megszorozzuk az asszociációs elkötelezo˝dési függvény
értékével abban az állapotban, ahova az él fut, akkor megkapjuk az adott élen átfolyó reaktív
fluxust.
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A merev dokkolás fluxusát a
f reamd = ∑
(i, j)∈ f d f× f a f
piTi jqasszj , (47)
ahol pi az i állapot pillanatnyi valószínu˝sége, Ti j az átmeneti mátrix i-edik sorának j-edik eleme
és qasszj pedig az asszociációs elkötelezo˝dési függvény értéke a j állapotban.
Ugyanígy az indukált felgombolyodás fluxusát
f reaif = ∑
(i, j)∈udu×uaun
piTi jqasszj , (48)
míg a konformációkiválasztás fluxusát
f reakk = ∑
(i, j)∈ f du× f aun
piTi jqasszj (49)
adja meg.
A fent definiált fluxusok pillanatnyi fluxusok. Azt, hogy melyik mechanizmusnak mekkora
a szerepe a dimerképzo˝désben, valójában az összfluxusokkal lehet jellemezni, amit a pillanatnyi
fluxusok ido˝beli összegzésével kapunk. Ha a rendszer egyensúlyban, vagy valamilyen steady-
state állapotban van, akkor a pillanatnyi fluxusok függetlenek az ido˝to˝l, tehát arányuk jól jellemzi
az egyes mechanizmusok relatív jelento˝ségét.
Fluxusok ido˝görbéi
Induljunk ki a T = ∞ ho˝mérsékletnek megfelelo˝ valószínu˝ségi eloszlásból. Legyen az n natív
állapot nyelo˝ állapot, tehát
Tni =
{
0 ha i 6= n
1 ha i = n.
(50)
és az eloszlásnak megfelelo˝ p valószínu˝ségi vektort minden t ido˝pontban szorozzuk meg jobbról
az átmeneti mátrixszal, tehát
p(t+1) = p(t)T. (51)
Számítsuk ki minden lépésben (47), (48) és (49) alapján a reaktív fluxusokat. A három mechaniz-
musnak megfelelo˝ reaktív fluxusokat az ido˝ függvényében a 20. ábra mutatja. Az ábrán látható,
hogy az, hogy melyik mechanizmus a domináns, függ a szekvenciától, és bizonyos esetkben
ido˝ben is változhat. Megfigyelheto˝ az is, hogy mind a három mechanizmus lehet domináns.
Azt, hogy egy adott szekvencia esetén melyik mechanizmus dominál, nagyrészt meghatá-
rozza az, hogy az adott szekvencia derék-e vagy sem. Derék szekvenciák esetén, ahol a dimer
alapállapotbeli konformáció monomer állapotban is stabil, azt várjuk, hogy vagy a merev dokko-
lás vagy a konformációkiválasztás a domináns mechanizmus, míg nem derék szekvenciák esetén
éppen azt várjuk, hogy az indukált felgombolyodás a legjelento˝sebb. A 20. ábrán látható eredmé-
nyek, habár nem tökéletesen, de igazolták a várakozásainkat. A legrövidebb, HPPH szekvencia
esetén ido˝ben is változik, hogy melyik mechanizmus dominál. A jelenség magyarázata az lehet,
hogy az állapotok kis száma miatt az egyes állapotok relatív pillanatnyi valószínu˝ségei rövid ido˝
alatt nagymértékben képesek megváltozni, és az átmeneti valószínu˝ségek ido˝beli változatlansá-
gai miatt a fluxusok ido˝beli változásait a disszociált állapotok relatív valószínu˝ségeinek ido˝beli
változásai fogják meghatározni.
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20. ábra. Merev dokkolás (x), indukált felgombolyodás (x) és konformációkiválasztás (x) szerinti pillanat-
nyi fluxusok az ido˝ függvényében.
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Átmenetiútvonal-elmélet
A reakciókinetikai elméletben a reakciók sebességét leggyakrabban az átmenetiállapot-elmélet
segítségével számították. Az átmenetiállapot-elmélet azonban csak metastabilis állapotok közötti
átmenetek sebességeinek meghatározására alkalmas. Komplex rendszerekben, amelyek viselke-
dése nem közelítheto˝ jól egy kétállapotú rendszer viselkedésével, vagy olyan reakciókban, ahol
a reaktáns és a termék állapot a rendszernek nem metastabilis állapotai, az átmenetiútvonal-
elmélet alkalmas a reakciósebességek meghatározására. Az átmenetiútvonal-elmélet bizonyos
körülmények (pl. egyensúly, steady-state állapot) között a sebességi együttható számítására is
felhasználható.
Az átmenetiútvonal-elméletben tetszo˝leges – át nem fedo˝ – reaktáns és termék állapothal-
mazokat definiálhatunk, és az így definiált reakció sebességét számíthatjuk ki. Mivel a cél a fel-
gombolyodási és köto˝dési folyamat ido˝beli viszonyának feltárása volt, ezért a reaktáns halmazt
úgy definiáltuk, hogy az legyen egyenlo˝ az udu halmazzal, míg a termékhalmaz a natív állapo-
tot tartalmazta. Az udu halmazból indított reakciókra kiszámítottuk a három dimerkialakulási
mechanizmus szerinti reaktív fluxusokat:
f reamd = ∑
(i, j)∈ f d f× f a f
piiTi jq+ j
(
1−q+i
)
qasszk (52)
f reaif = ∑
(i, j)∈ f du× f aun
piiTi jq+ j
(
1−q+i
)
qasszk (53)
f reakk = ∑
(i, j)∈udu×uaun
piiTi jq+ j
(
1−q+i
)
qasszk , (54)
ahol pii az i állapot egyensúlyi valószínu˝sége, Ti j az átmeneti mátrix i-edik sorának j-edik eleme,
q+i az elkötelezo˝dési függvény értéke az i állapotban, qasszk pedig az asszociációs elkötelezo˝dési
függvény értéke a j állapotban. A három mechanizmus szerinti fluxusok különbözo˝ szekvenci-
ákra számított értékeit a 3. táblázat mutatja.
Szekvencia Merev dokkolás Konformációkiválasztás Indukált felgombolyodás
HPPH 0,811 0,178 0,011
HHPHH 0,097 0,587 0,316
PHPPHP 0,998 0,001 5,52 ·10−4
HPPHPHH 0,169 0,419 0,412
HHPPHPH 7,514 ·10−3 0,137 0,856
PHPPPHP 0,913 0,084 3,155 ·10−3
HHHHHPH 2,514 ·10−3 0,104 0.893
HHPHPPHP 0.500 0,398 0,102
PHPHPPHP 0,105 0,544 0,351
PHPPPPHP 0,998 2,023 ·10−3 1,352 ·10−4
HHPHHPHH 0,060 0,389 0.552
HHHHHPHP 0,027 0,513 0,460
HPPHPPHP 0,778 0,220 2,01 ·10−3
3. táblázat. Merev dokkolás, indukált felgombolyodás és konformációkiválasztás szerinti egyensúlyi flu-
xusok az átmenetiútvonal-elmélet segítségével számolva. A reaktánshalmaz az udu állapotok halmaza.
Félkövérrel vannak szedve a domináns mechanizmusok fluxusai.
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Kiszámítottuk az udu→ f a f átmenet reakciósebességét is a
v(udu→ f a f ) = ∑
(i, j)∈udu×udu
fi j (55)
egyenlet segítségével, ahol udu az udu halmaz komplementer halmaza és
fi j = piiTi jq+ j
(
1−q+i
)
(56)
reaktív fluxus. Egyensúlyi állapotban, illetve ha az udu halmaz metastabilis állapot, a reakcióse-
bességbo˝l számítható a sebességi együttható
k (udu→ f a f ) = v(udu→ f a f )
∑
i∈udu
pi
(57)
szerint, ahol egyensúlyban pi = pii. Az általunk számított egyensúlyi sebességi együtthatókat
a 4. táblázat tartalmazza.
Szekvencia keq (udu→ f a f )
HPPH 0,01577
HHPHH 0,045128
PHPPHP 0,000311
HPPHPHH 0,00528
HHPPHPH 0,002849
PHPPPHP 6,3 ·10−5
HHHHHPH 0,018113
HHPHPPHP 0,00042
PHPHPPHP 5,9 ·10−5
PHPPPPHP 10−5
HHPHHPHH 0,003519
HHHHHPHP 0,000133
HPPHPPHP 9,7 ·10−5
4. táblázat. Az átmenetiútvonal-elmélet segítségével számított egyensúlyi sebességi együtthatók.
Steady-state reaktív fluxusok
Az élo˝ rendszerek nemegyensúlyi rendszerek, sok esetben azonban steady-state körülményeket
feltételezhetünk; azáltal, hogy kívülro˝l energiát viszünk be, a belso˝ környezet viszonylag állandó
állapotban tartható. Az élo˝ sejtben is, egy adott fehérje esetében, amelyre a sejtnek folyamato-
san szüksége van, feltételezhetjük, hogy folyamatosan termelo˝dik, miközben folyamatosan el is
bomlik a natív állapotú fehérje, komplexek esetében pedig a komplex és az o˝t alkotó molekulák.
Ha tehát a sejtben lévo˝ viszonyokat kívánjuk modellezni, akkor kézenfekvo˝ steady-state vi-
szonyokat feltételezni. Steady-state körülmények között, ha az általunk definiált reaktánshalmaz
a rendszernek nem metastabilis állapota, az átmenetiútvonal-elmélet segítségével tudjuk kiszá-
mítani a reakció sebességi együtthatóját.
Többféle steady-state állapot definiálható, mi azt az esetet vizsgáltuk, ahol az egyedi lán-
cok denaturált állapotban képzo˝dnek, és mivel az egyes láncok külön-külön képzo˝dnek, a kezdo˝
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állapot mindig az udu, és a keletkezés folyamatossága miatt az udu állapot koncentrációja állan-
dó. Tekintsünk tehát egy olyan ergodikus rendszert, ahol nyelo˝ és forrásállapotokat definiálunk.
Jelölje P a nyelo˝, R pedig a forrásállapotok halmazát. Kvázistacionárius vagy más néven steady-
state állapotban a rendszer minden i /∈ (P∪R) állapotára érvényes az anyagmegmaradás, azaz
∑
j
mssi Ti j−∑
j
mssj Tji = 0, (58)
ahol mssi a steady-state anyagmennyiség az i állapotban, Ti j pedig az átmeneti mátrix i-edik sorá-
nak j-edik eleme.
Mivel
Tii = 1−∑
j
Ti j, minden i-re, (59)
(58)
∑
j
mssj −mssi = 0 (60)
alakban írható.
A nyelo˝ állapotokban legyen az anyagmennyiség nulla, azaz
mk = 0, minden i ∈ P-re, (61)
a forrásállapotokban pedig legyen az anyagmennyiség állandó, azaz
ml = c = konstans. (62)
Megoldva az egyenletrendszert megkapjuk az mssi értékeket az összes állapotra. A steady-
state valószínu˝ségek értékei most már a
pssi =
mssi
∑
j
mssj
(63)
egyenlet segítségével könnyen meghatározhatók.
Az egyensúlyi állapothoz hasonlóan a steady-state állapotban is kiszámítottuk az egyes me-
chanizmusok szerinti reaktív fluxusokat, és a kapcsolt felgombolyodás és köto˝dés sebességi
együtthatóit a különbözo˝ szekvenciákra. Az adatokat az 5. és a 6. táblázat tartalmazza.
A homodimerképzo˝dés kinetikai sémái
A fent definiált nyolc elo˝re definiált mezoállapotra az átmenetiútvonal-elmélet segítségével ki-
számítottuk az egyensúlyi és a steady-state fluxusokat, ill. a sebességi együtthatókat. A steady-
state sebességi együtthatók segítségével felírt kinetikai sémák a 21. ábrán láthatók. Az ábrákból
látszik, hogy nem minden szekvencia esetén található mikroállapot az uaud és a f aud állapotban.
A 22. ábrán a HHPPHPH szekvencia elo˝re definiált mezoállapotok segítségével felírt kine-
tikai sémája látható, a sebességi együtthatók helyett az átmenetek reaktív fluxusait feltüntetve.
Ha összehasonlítjuk az udu állapotból az f du, ill. az uau állapotokba irányuló fluxusok nagy-
ságát, láthatjuk, hogy az f du állapotba irányuló fluxus lényegesen nagyobb. Az 5. táblázat ada-
taiból azonban az látszik, hogy a domináns mechanizmus az indukált felgombolyodás, ami az
udu→ uau átmenetnek felel meg. Ez a látszólagos ellentmondás föloldható, ha az elo˝remutató
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21. ábra. Az átmenetiútvonal-elmélet segítségével az elo˝re definiált mezoállapotok közötti átmenetek
steady-state sebességi együtthatói. Az állapotok elhelyezkedése megfelel az állapotok elhelyezkedésének
a 19. ábra sémájában. A nyilak vastagsága arányos a sebességi együttható értékével.
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Szekvencia Merev dokkolás Konformációkiválasztás Indukált felgombolyodás
HPPH 0,752 0,231 0,017
HHPHH 0,132 0,596 0,273
PHPPHP 0,988 8,172 ·10−3 4,062 ·10−3
HPPHPHH 0,098 0,369 0,533
HHPPHPH 0,017 0,251 0,732
PHPPPHP 0,833 0,162 4,757 ·10−3
HHHHHPH 9,772 ·10−3 0,347 0,643
HHPHPPHP 0,250 0,535 0,215
PHPHPPHP 0,057 0,490 0,453
PHPPPPHP 0,996 3,906 ·10−3 2,776 ·10−4
HHPHHPHH 0,106 0,623 0,272
HHHHHPHP 0,045 0,672 0,283
HPPHPPHP 0,561 0,434 5,172 ·10−3
5. táblázat. Merev dokkolás, indukált felgombolyodás és konformációkiválasztás szerinti steady-state flu-
xusok az átmenetiútvonal-elmélet segítségével számolva. A reaktánshalmaz az udu állapotok halmaza.
Félkövérrel vannak szedve a domináns mechanizmusok fluxusai.
Szekvencia kss (udu→ faf)
HPPH 0,010771
HHPHH 0,034073
PHPPHP 0,000273
HPPHPHH 0,00109
HHPPHPH 0,000782
PHPPPHP 6,3 ·10−5
HHHHHPH 0,00431
HHPHPPHP 0,000142
PHPHPPHP 0,000143
PHPPPPHP 10−5
HHPHHPHH 0,000377
HHHHHPHP 0,000282
HPPHPPHP 5,9 ·10−5
6. táblázat. Az átmenetiútvonal-elmélet segítségével számított steady-state sebességi együtthatók.
fluxusok mellett a fordított irányú reakciók fluxusait is tekintetbe vesszük. Látható, hogy míg
az udu→ f du és az f du→ udu átmenetek reaktív fluxusai nagyjából megegyeznek, addig az
udu→ uau átmenet fluxusa többszöröse az uau→ udu átmenet fluxusáénak.
A 23. ábrán a HHHHHPH szekvencia steady-state és egyensúlyi kinetikai sémái láthatók;
a bal oldali felso˝ ábrán a nyilak vastagsága a steady-state reaktív fluxusokkal, a jobb oldali felso˝
ábrán a steady-state sebességi együtthatókkal, míg az alsó ábrán az egyensúlyi reaktív fluxu-
sokkal arányos. Összhangban azzal, hogy az 5. táblázat szerint a domináns mechanizmus az
indukált felgombolyodás, a HHPPHPH szekvenciához hasonlóan itt is az udu→ uau átmenet
reaktív fluxusa többszöröse az ellentétes irányú átmenet reaktív fluxusának, ugyanez a sebes-
ségi együtthatók esetében éppen fordított, tehát az uau→ udu átmenet sebességi együtthatója
nagyobb a fordított reakció sebességi együtthatójánál.
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22. ábra. Az átmenetiútvonal-elmélet segítségével az elo˝re definiált mezoállapotok közötti átmenetek stea-
dy state reaktív fluxusai a HHPPHPH szekvencia esetében. A nyilak vastagságai arányosak a reaktív
fluxusokkal.
Köto˝dési fluxustájkép
Célunk volt részletes képet kapni arról, hogy a köto˝dés a két lánc milyen felgombolyodottsági
állapotában megy végbe. Ehhez definiáltunk egy felgombolyodottsági méro˝számot és a két lánc
felgombolyodottságának függvényében ábrázoltuk a köto˝dési fluxust.
Egy adott állapot felgombolyodottsági méro˝számát úgy definiáltam, hogy az legyen az adott
állapotból a natív állapotba történo˝ eljutás idejének várható értéke („mean first passage time”)
egy olyan hálózaton, aminek a topológiája megegyezik az eredeti átmeneti hálózat topológiájá-
val, de az élek súlyai megfelelnek annak, mintha minden állapot azonos energiájú lenne.
A konformációkat a felgombolyodásiparaméter-értékük szerint n+1 (n = 4 az l = 4 és l =
= 5 hosszúságú láncokra, n = 9 az l > 5 hosszúságú láncokra) csoportba soroltam, amiket az
általuk tartalmazott konformációk felgombolyodásiparaméter-értékeik szerint sorba rendeztem.
Jelölje most f1 és f2 rendre annak a csoportnak a sorszámát, amelyikbe egy adott disszociált
állapotban az egyik illetve a másik lánc tartozik, úgy, hogy f1 ≤ f2. Ekkor minden f1, f2 párra
összegzem a hozzájuk rendelt állapotokhoz tartozó köto˝dési fluxust, azaz az azon az élen átmeno˝
fluxust, ami az asszociált rétegbe vezet. Az eredmények egyensúlyi állapotban lévo˝ rendszerre
a 24. ábrán, míg steady-state állapotban lévo˝ rendszerre a 25. ábrán láthatók.
Látható, hogy a bináris felgombolyodási paramétert használó leírás szerinti udu→ uau át-
menet többféle különbözo˝ folyamatot takar. Az is látszik, hogy a legtöbb esetben az asszociáció
nem szimmetrikus abban az értelemben, hogy a két lánc nem azonos állapotban van a köto˝dés
pillanatában.
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23. ábra. A HHHHHPH szekvencia egyensúlyi és steady-state kinetikai sémái láthatók. A bal oldali felso˝
ábrán a nyilak vastagsága a steady-state reaktív fluxusokkal, a jobb oldali felso˝ ábrán a steady-state
sebességi együtthatókkal, míg az alsó ábrán az egyensúlyi reaktív fluxusokkal arányos.
A két lánc viselkedésének szimmetriája
Már a köto˝dési fluxustájkép is nyújtott arra vonatkozó információt, hogy a két lánc azonosan
viselkedik-e a dimerképzo˝dési folyamat során. Emellett definiáltam egy aszimmetria paramé-
tert, ami minden állapotra megadja, hogy a két lánc konformációja milyen mértékben tér el
egymástól. Két lánc távolságát úgy határoztam meg, hogy a monomerre fölépítettem az álla-
pothálózatot, és minden konformációpár között kiszámítottam a konformációs átmenet idejének
várható értékét. Az oda-vissza irányú várható ido˝ket átlagoltam, és az átlagolt érték adta meg
két konformáció távolságát. A T = ∞ ho˝mérsékletnek megfelelo˝ állapotból kiindulva az átlagos
aszimmetria ido˝függését vizsgáltam és azt találtam, hogy bizonyos mértéku˝ aszimmetria minden
szekvencia esetében föllép. Van azonban olyan szekvencia is, ahol, legalábbis a folyamat kezde-
tén az átlagos aszimmetria értéke jelento˝sen meghaladta azt az értéket, amit egyensúly esetében
várnánk (a 26. ábra).
A kétrétegu˝ modell belso˝ dinamikájának elemzése
Állapothálózatok vizsgálhatók úgy is, hogy nem használunk föl önkényesen definiált mezoálla-
potokat a kinetika feltárásakor, hanem valamilyen hálózatelemzo˝ módszer segítségével a hálózat
belso˝ kinetikai szerkezetét tárjuk fel. A belso˝ kinetikai szerkezet feltárása lehet például a rend-
szer metastabilis állapotainak azonosítása. A metastabilis állapotokra jellemzo˝, hogy egy belso˝,
részleges egyensúlyi állapot jóval rövidebb ido˝ alatt kialakul, mint amennyi ido˝re átlagosan szük-
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24. ábra. Az asszociációs fluxusok az egyes láncok felgombolyodottságiparaméter-értékeinek függvényé-
ben egyensúlyi állapotban.
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25. ábra. Az asszociációs fluxusok az egyes láncok felgombolyodottságiparaméter-értékeinek függvényé-
ben steady-state állapotban.
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26. ábra. Az átlagos aszimmetria az ido˝ függvényében a HHPHH szekvenciára végzett számítások alapján.
Az ábrán föl van tüntetve az aszimmetria egyensúlyi várható értéke is.
ség van ahhoz, hogy a rendszer elhagyja a metastabilis állapotot, ha egyszer az adott állapotba
került.
A metastabilis állapotok keresése állapothálózaton egy gráfklaszterezési probléma. A meta-
stabilis állapotok azonosításának klaszterezési problémáját egyszeru˝en és elegánsan oldja meg
a Perron-klaszter Klaszterelemzés, vagy az angol elnevezés alapján röviden PCCA algoritmus
[92]. Az átmeneti mátrix spektrális elemzésén alapuló PCCA algoritmus egyszeru˝en a Markov-
modellként definiált állapothálózat átmeneti mátrixának spektrális elemzése.
Az állapothálózat spektrális elemzése
Elvégeztük a vizsgált szekvenciák kétrétegu˝ modelljeinek spektrális elemzését, hogy azonosítsuk
a metastabilis állapotokat. Az, hogy egy állapot metastabilis állapotnak mino˝sül-e, függ a vizs-
gált ido˝skálától is. Ha a vizsgált ido˝skála túlságosan rövid, akkor a metastabilis állapoton belüli
egyensúly kialakulása sem megy végbe. Ha viszont a vizsgált ido˝skála túl hosszú, a metastabilis
állapotok között is kialakulhat az egyensúly és ekkor egyetlen metastabilis állapotot fogunk látni,
ez pedig az állapottér összes állapotából fog állni. A vizsgált ido˝skálát egyszeru˝en módosíthatjuk
azáltal, hogy az átmeneti mátrixot különbözo˝ hatványaira emeljük, és ezeknek a hatványmátri-
xoknak végezzük el a spektrális elemzését.
Az egyes szekvenciák sajátértékspektrumait a 27. ábra mutatja. Látható, hogy a spektrumban
nem különül el Perron-klaszter [92] az átmeneti mátrix egyetlen hatványánál sem, a sajátértékek
nagyjából egyenletesen csökkennek. Ha a rendszer kétállapotú volna, akkor két sajátértékbo˝l álló
Perron-klasztert kaptunk volna, ha háromállapotú, akkor három sajátértékbo˝l állót, stb. A mi ese-
tünkben azonban a sajátértékspektrumok azt mutatják, hogy a rendszer nem kisszámú metasta-
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bilis állapottal rendelkezik, hanem sok ilyen metastabilis állapota van, amelyekbo˝l való szökési
ido˝k folytonosak.
27. ábra. Átmeneti mátrixok különbözo˝ hatványainak (1., 5., 20., 100., 200.) sajátértékspektrumai. Az
ábrán a húsz legnagyobb sajátérték van feltüntetve minden szekvenciára.
A sok metastabilis állapot létét, ill. az azokból való szökési ido˝k folytonosságát támasztja alá
a 28. ábrán látható diszkonnektivitási gráf is. A diszkonnektivitási gráf az energiaminimumok
konnektivitását tükrözi, és ezzel jellemzi a sokdimenziós energiafelület alakját [108].
A legnagyobb sajátértékekhez tartozó jobboldali sajátvektorok elemzése alapján azonosítha-
tók a rendszer dinamikájának leglassabb folyamatai. Az általam vizsgált szekvenciák esetében
azt találtam, hogy a leglassabb folyamatok bizonyos alacsony energiájú mikroállapotokból való
szökési folyamatoknak feleltek meg. Ezek az alacsony energiájú mikroállapotok leggyakrabban
olyan asszociált állapotnak feleltek meg, ahol a láncok közötti kontaktusok száma nagy, amelyek
egy részének fel kell bomlania ahhoz, hogy a rendszer elérhesse a natív állapotát. Egy példát
a 29. ábra mutat.
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28. ábra. A HHHHHPH szekvencia diszkonnektivitási gráfja. A csúcsok színe mutatja, hogy az adott rész-
gráf milyen arányban tartalmaz disszociált állapotokat.
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29. ábra. A leglassabb folyamatok bizonyos alacsony energiájú mikroállapotokból való szökéseknek felel-
nek meg. Az ábra a négy leglassabb folyamathoz tartozó mikroállapot mutatja a HHPHHPHH szekvencia
esetében. Középen a natív állapot látható. Az állapotok fölött az energiájuk van feltüntetve.
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Az eredmények megvitatása
Rendezetlen fehérjék homodimereinek képzo˝dését vizsgáltam egyszeru˝sített fehérjemodellek és
az ezek segítségével definiált egyszeru˝sített hálózati modell segítségével. Korábban is vizsgál-
ták homodimerek kialakulását számítógépes modellezés segítségével, de ezek mindegyike vagy
szerkezet alapú modellt alkalmazott, azaz az energiafüggvénybe beépített a natív állapotra vo-
natkozó információt (pl. Go¯-modell) [121, 122, 123, 66, 68], vagy legalább az egyik lánc merev
szerkezetu˝ volt [69, 66, 68]. HP modell segítségével is vizsgálták rendezetlen lánc köto˝dés hatá-
sára bekövetkezo˝ rendezo˝dését, de a köto˝partner itt is rendezett szerkezetu˝ volt [124]. Munkám
során tudomásom szerint én alkalmaztam elo˝ször nem szerkezet alapú, egyszeru˝sített modellt és
ezekbo˝l fölépített állapothálózatot két rendezetlen lánc dimerképzo˝désének vizsgálatára.
Sokállapotú rendszerek kinetikai leírásának két fo˝ módja
A gépi tanulásban megkülönböztetnek felügyelt (supervised learning) és felügyelet nélküli (un-
supervised learning) tanulást [102]. A felügyelt tanulás során a tanulóhalmaz elemei mellett
a helyes megoldások is meg vannak adva, pl. osztályozás elo˝re megadott osztályok valamelyiké-
be. A felügyelet nélküli tanulás során a tanuló algoritmus feladata a belso˝ struktúrák feltárása, pl.
bizonyos hasonlóságok alapján bizonyos bemeneti elemeket azonos kategóriába sorol. Az átme-
neti hálózat elemzése során alapveto˝en kétféle megközelítést alkalmaztam. Az egyik szerint elo˝-
re meghatározott mezoállapotokat definiáltam valamilyen általam definiált vizsgálati szempont
szerint. Mivel a fehérjék felgombolyodásának és köto˝désének viszonyát vizsgáltam, értelemsze-
ru˝ volt az állapotteret ilyen szempontok szerint felosztani. Ezt a felosztást tükrözi a redukált
állapothálózat (19. ábra). Ez a megközelítés megfeleltetheto˝ a felügyelt tanulásnak, hiszen az
állapotokat elo˝re meghatározott osztályok valamelyikébe soroltam.
A másik megközelítésmód szerint nem mondtam elo˝re semmit a rendszer lehetséges állapo-
tairól, hanem megvizsgáltam, hogy hogyan osztható fel természetes módon az átmeneti hálózat.
Az állapottérnek metastabilis állapotokba való felosztása egy ilyen természetes felosztás, ami az
állapotok közötti átmenetek sebességein alapul.
Kétrétegu˝ állapothálózat modell
A két láncból álló rendszerek állapottere az ugyanazon lánchosszúságú láncokból álló mono-
mer rendszerekhez viszonyítva óriási, nem pusztán amiatt, mert a két lánc egymástól függetlenül
bármilyen konformációt felvehet, hanem a koncentrációtól függo˝ számú relatív pozícióban fog-
lalhatnak helyet. A kiindulópont az volt, hogy ha sikerülne az állapottérnek a láncok relatív
elhelyezkedéséhaz tartozó dimenzióját csökkenteni, az hosszabb láncok egzakt kezelését tenné
leheto˝vé. Két feltételezést tettem, amelyek segítségével sikerült jelento˝sen csökkentenem a rela-
tív pozíciókból származó állapotok számát. Az egyik feltevésem az volt, hogy a transzlációs és
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rotációs mozgások, ennek következtében a kötési és disszociációs lépések gyorsak a konformáci-
ós átalakulásokhoz viszonyítva [55, 125, 126]. A másik föltevés szerint az egy konformációpár-
hoz tartozó asszociált állapotok közül csak a legalacsonyabb energiájúban tartózkodik a rendszer
figyelembeveendo˝ ideig. Ez tulajdonképpen megfelel annak, hogy minden asszociált állapot egy
szabadenergiagödörnek felel meg, ami a felgombolyodási szabadenergiafelszínekhez hasonlóan
tölcsér alakú [7, 11, 12]. Ezenkívül a modell felépítése olyan, hogy ha kizárólag konformációs
átalakulással el lehet jutni az egyik ilyen minimumból egy másikba, akkor azt feltételezem, hogy
nem történik disszociációs/asszociációs folyamat. Minden más esetben a konformációs átalaku-
lás a disszociált állapotok rétegében megy végbe.
Ezeknek az egyszeru˝ feltételezéseknek a segítségével sikerült l = 8 hosszúságú láncokra is
a teljes dimer-állapothálózatot felépíteni, és a feltételezések leheto˝vé tették, hogy l = 8 lánc-
hosszúságig egzakt számításokat végezzek.
Markov-modell segítségével vizsgálták már fehérje-ligandum köto˝dés kinetikáját és mecha-
nizmusát, de úgy, hogy a Markov-modell egy folytonos állapotteru˝ modell alapján lett felépítve
[127]. Egzakt számításokat végeztek HP modelleken fehérje felgombolyodást vizsgáló tanul-
mányokban [128, 118, 129], so˝t fehérjék asszociációját is modellezték HP láncok segítségével
[124], de ezekben az esetekben az eredményeket a szabadenergiafelszín koncepció segítségével
értelmezték. A kétrétegu˝ modell segítségével leheto˝vé vált, hogy egzakt számításokon alapuló
modell alapján hozzak létre Markov-modellt, aminek segítségével a teljes rendszer dinamikája
vizsgálható.
Kétrétegu˝ modell nem csak HP modell segítségével építheto˝. Realisztikusabb fehérjemodel-
lekre éppúgy érvényesek lehetnek a kiinduló feltevések, mint a HP modellre. Több láncból álló
rendszerre végzett molekuladinamikai szimulációk erdményeinek értékelésében is használhatók
állapothálózatok [130], és ezen állapothálózatok méretének csökkentése leheto˝vé teszi a konfor-
mációs állapottér, és ezen keresztül a köto˝déshez kapcsolt konformációváltozások részletesebb
felderítését.
A köto˝dés – felgombolyodás három fo˝ mechanizmusa és azok aránya
Hagyományosan a fehérje homodimereket aszerint, hogy a natív dimeren és a denaturált és
disszociált állapoton kívül van-e valamilyen köztes állapotuk, két- és háromállapotú homodi-
merek közé sorolták. Ez a termodinamikai felosztás kapcsolatba hozható jellegzetes kinetikai
mechanizmusokkal is. A kétállapotú dimerek esetében feltételezték, hogy a köto˝dés és a lán-
cok felgombolyodása kapcsoltan megy végbe, míg a háromállapotú dimerek esetében a láncok
elo˝ször felgombolyodnak, és a felgombolyodott láncok köto˝dnek egymáshoz.
Munkám során azonban megmutattam, hogy a dimerképzo˝dés legalább háromféle különbözo˝
mechanizmus szerint mehet végbe, aszerint, hogy a köto˝dés pillanatában az egyik vagy mindkét
lánc a natív konformációban van-e, vagy mindkét lánc denaturált állapotban van. Az egyes me-
chanizmusok szerinti fluxusokat a két réteget összeköto˝ éleken átfolyó reaktív fluxusok összegei
adják. A fluxusokat különbözo˝ körülmények között számítottam. Mivel az általam elo˝re definiált
állapotok a rendszernek nem metastabilis állapotai, ezért a különbözo˝ mechanizmusok szerin-
ti fluxusok az ido˝ben változhattak. Ez okból kiszámítottam a fluxusokat egyensúlyi állapotban,
steady-state állapotban, ahol úgy biztosítottam a steady-state körülményeket, hogy az udu (a két
lánc disszociált állapotban van és mindkét lánc denaturált) állapot mennyiségét konstans értéken
tartottam. Ekkor ugyan pillanatnyi fluxusokat számoltam, de mivel a különbözo˝ mechanizmu-
sok szerinti fluxusok arányára voltam kiváncsi, ezért ez az információ elegendo˝. Ha nem egy
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speciális állapotban (pl. egyensúly, steady-state) vagyok kíváncsi a rendszer viselkedésére, ak-
kor ábrázolhatom a pillanatnyi fluxusokat az ido˝ függvényében és a görbe alatti területek adják
meg az összfluxusokat. Ebben az esetben azonban az eredmények jelento˝s mértékben függenek
a kiindulási állapottól.
A különbözo˝ mechanizmusok relatív fluxusainak ido˝görbéi eltéro˝ek a különbözo˝ szekvenci-
áknál, de mind a három mechanizmusra létezik olyan szekvencia, amelyben az adott mechaniz-
mus a domináns. A derék és a nem derék szekvenciák pillanatnyifluxus-görbéit összehasonlítva
a várakozásoknak megfelelo˝en a derék szekvenciáknál inkább a dokkolás és a konformációkivá-
lasztás a domináns, míg a nem derék szekvenciáknál inkább az indukált folding (20. ábra). Azt
az összefüggést, ami a láncon belüli és a láncok közötti kontaktusok aránya, valamint a dimer-
képzo˝dés mechanizmusa között fennáll [121], a kétrétegu˝ modellben nem sikerült kimutatnom.
Az ábrán látható eredményeket olyan számításokból kaptam, ahol a natív állapot nyelo˝ volt. Ha
a rendszer az egyensúly felé közeledett, kvalítatíve megegyezo˝ görbéket kaptam, tehát a domi-
nanciaviszonyok nem függtek attól, hogy a natív állapot nyelo˝ vagy nem.
Mind a fluxus – ido˝-görbe, mint az átmenetiútvonal-elmélet segítségével számított egyensú-
lyi és steady-state fluxusok azt mutatják, hogy általában egy adott szekvencia esetében mind
a három mechanizmus jelen van, de az hogy milyen mértékben, nemcsak a szekvenciától függ,
hanem változhat az ido˝ben is, és jelento˝sen függ az alkalmazott határfeltételekto˝l, pl. a kiindulá-
si állapottól. Habár az egyes dimerképzo˝dési mechanizmusoknak a fluxus – ido˝-görbék alapján
kapott és az egyensúlyi, valamint a steady-state reaktív fluxusok alapján számított relatív fontos-
ságai kvalitatíve nagyjából megegyeznek, kvantitatíve bizonyos különbségek figyelheto˝k meg
közöttük. A kvantitatív eltérések felhívják a figyelmet arra, hogy az eredmények értelmezésé-
nél nem szabad figyelmen kívül hagyni azt, hogy pontosan milyen feltételek között végeztük
a számításokat, ill. a méréseket.
Steady-state kontra egyensúly
A hagyományos kinetikai leírások azon a feltételezésen alapulnak, hogy az elemi reakciókban
részt vevo˝ reaktáns és termék állapotok a rendszernek metastabilis állapotai. Ebben az esetben
a sebességi együtthatók függetlenek a rendszer makroállapotától. A metastabilis állapotokra az
jellemzo˝, hogy az egyes metastabilis állapotok közötti átmenetekhez szükséges átlagos ido˝ jóval
nagyobb, mint ami ahhoz szükséges, hogy a metastabilis állapoton belül egy részleges egyensúly
alakuljon ki, tehát a metastabilis állapotot alkotó mikroállapotok egymáshoz viszonyított való-
színu˝ségei (koncentrációi) megfeleljenek az egyensúlyi helyzetben megfigyelheto˝nek. Tehát egy
metastabilis állapot a releváns ido˝skálán úgy viselkedik, mintha egyensúly volna.
A fehérjék azonban komplex rendszerek, bonyolult szabadenergia-tájképpel, sok lokális mi-
nimummal [131]. Gyakran ezek a lokális minimumok – legalábbis látszólag – kevés számú me-
tastabilis állapotot alkotnak ugyan, ez alapján lehet beszélni pl. két- és háromállapotú dimerekro˝l
[78], azonban nem mindig egyértelmu˝, hogy pontosan mik is a metastabilis állapotok. A meta-
stabilis állapotok azonosítására hagyományosan a szabadenergia-tájkép elemzése volt a bevett
módszer. Dimerképzo˝dés vizsgálatakor valamilyen felgombolyodási és valamilyen köto˝dési re-
akciókoordináta értékének függvényében ábrázolták a szabadenergiát. A szabadenergia-tájkép
elemzésnek azonban hiányossága, hogy a dimenziócsökkentés miatt bizonyos, egyébként ki-
netikailag szeparált állapotok a reakciókoordináta-tér azonos pontjaira kerülhetnek. Ennek kö-
vetkeztében elo˝fordulhat, hogy a megfigyelt szabadenergia-gödrök valójában nem metastabilis
állapotoknak felelnek meg, vagy több metastabilis állapotot is magukban foglalnak [132, 133].
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Ha a kinetikai sémában feltüntetett állapotok a rendszernek nem metastabilis állapotai, vagy
nem ismert, hogy metastabilis állapotok-e, akkor is van leheto˝ség a rendszer kinetikai elemzé-
sére. Az átmenetiútvonal-elmélet [93] segítségével tetszo˝leges elo˝re definiált reaktánshalmazból
vizsgálható az átmenet sebessége tetszo˝leges, a reaktánshalmazzal át nem fedo˝ termékhalmazba.
Az így kapott reaktív fluxusból csak akkor lehet sebességi együtthatót számolni, ha a reaktáns-
halmaz metastabilis, ill. ha a rendszer egyensúlyban vagy steady-state állapotban van.
Az élo˝ szervezetek nem egyensúlyi rendszerek, de az élo˝ sejtek sem azok. Sok folyamat
azonban megközelíto˝leg steady-state állapotúnak tekintheto˝. Feltételeztem, hogy a fehérje, ami-
nek a dimerképzo˝dését vizsgáltam, folyamatosan képzo˝dik a sejtben, tehát a nyers, a fehérje-
szintetizáló apparátusról lekerülo˝ láncok mennyisége állandó. Ekkor, ha ezt az állapotot tekintem
reaktánshalmaznak, akkor ki tudom számolni a dimerképzo˝dés sebességi együtthatóját.
A 23. ábrán látható egy olyan kinetikai séma, amelyen az egyensúlyi, és egy olyan, ame-
lyen a steady-state reaktív fluxusok vannak feltüntetve. Ha összehasonlítjuk a két sémát, láthat-
juk, hogy az uaun→ f aun, ill. az f aun→ uaun átmenethez tartozó reaktív fluxusok jelento˝sen
különböznek egyensúlyi és steady-state állapotban. Ilyen különbségek más szekvenciáknál is
megfigyelheto˝k. Ezek alapján, habár az udu→ f a f átmenet sebességi együtthatóit nem befolyá-
solta jelento˝sen, hogy egyensúlyi vagy steady-state állapotban vizsgáltuk a rendszert, nincs arra
garancia, hogy az in vitro végzett egyensúlyi kísérletek jól leírják a sejtben steady-state körülmé-
nyek között lezajló folyamatokat. A jövo˝ben tehát kísérletek végzése során érdemes tekintettel
lenni erre, és megkísérelni a sejtben belüli steady-state körülményekhez hasonló körülményeket
létrehozni a kémcso˝ben is.
Metastabilis állapotok
Az átmeneti mátrix spektrális elemzésén alapuló Perron-klaszter Klaszterelemzés módszere se-
gítségével megkíséreltem azonosítani a rendszer metastabilis állapotait. A kapott eredmények azt
mutatják (27. ábra), hogy a vizsgált rendszerek nem rendelkeznek kisszámú, valós metastabilis
állapottal, hanem sok lokális szabadenergia-minimummal rendelkeznek. A szökési ido˝k az egyes
lokális minimumokból nagyjából folytonos eloszlásúak. A rendszerek szabadenergia-felszíneit
egy durva falú tölcsérhez lehet hasonlítani.
Derék és nemderék szekvenciák dimerképzésének sebessége – az elo˝képzett szer-
kezetek szerepe
A jelátviteli folyamatokban fehérje-fehérje komplexek gyors képzo˝désére és elbomlására van
szükség. Ezekben a folyamatokban a rendezetlen fehérjék nagy arányban képviseltetik magukat
[17, 30], tehát szükséges, hogy képesek legyenek gyorsan kialakítani a komplexeiket. Gyakori
jelenség, hogy a szabad állapotban rendezetlen fehérje komplexben rendezett szerkezetet vesz
fel [25], tehát a köto˝désen felül a lánc rendezo˝désének is le kell játszódnia a rendelkezésre álló
rövid ido˝ alatt. A fehérjék rendezetlenségének egyik elo˝nye a rendezetlen fehérjéknek a rendezett
fehérjékéhez viszonyítva gyors köto˝dése. Habár úgy tu˝nik, valóban gyorsabb köto˝désre képesek
a globuláris fehérjéknél [60], de a különbség csekély, mindössze 1,6-szoros [33]. Ez tehát azt
jelenti, hogy a lánc rendezo˝désének is gyorsnak kell lennie. A gyors rendezo˝dés egyik lehetsé-
ges magyarázata abból a ténybo˝l táplálkozik, hogy rendezetlen fehérjék még szabad állapotban
sem mindig teljesen rendezettek, hanem bizonyos reziduális szerkezettel rendelkeznek. Felme-
rült tehát, hogy az elo˝képzo˝dött szerkezeti elemek köto˝helyekként szolgálnak [64], és mivel már
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szabad állapotban is jelen vannak, nem kell azzal ido˝t tölteni, hogy rendezo˝djenek a köto˝dés
során.
A derék szekvenciák esetében, a natív dimerbeli konformáció monomer állapotban is vi-
szonylag stabil. Ez tehát megfeleltetheto˝ elo˝képzett szerkezeti elemek [64] kialakulásának a kö-
to˝partner távollétében. Összehasonlítva a derék és a nem derék szekvenciák egyensúlyi és steady-
state fluxusait, azt tapasztaljuk, hogy a stabil monomer, tehát az elo˝képzett szerkezeti elemek
jelenléte nem növelte jelento˝sen a dimerkialakulás sebességét. So˝t, azok a szekvenciák, amelyek
feltu˝no˝en lassan érik el a natív állapotukat, derék szekvenciák (6., 4. és 1. táblázat).
Aszimmetria
A homodimerképzo˝dés elméleti leírásai egy-két kivételto˝l eltekintve nem vizsgálták a homodi-
merképzo˝dés szimmetriáját; kivételként említheto˝ pl. [121]. A homodimereknek két- és három-
állapotú dimerekre történo˝ felosztása, és az ezeknek megfeleltetett dimerképzo˝dési kinetikák
implicite feltételezték, hogy a folyamat során a két lánc szimmetrikusan viselkedik. A köto˝dési
fluxustájkép, és az átlagos aszimmetria változásának ido˝beli vizsgálata azt mutatták, hogy a két
lánc az esetek nagy részében nem teljesen szimmetrikusan viselkedik. Bizonyos szekvenciák ese-
tében az is elo˝fordulhat, hogy a folyamat kezdetén az átlagos aszimmetria jelento˝sen meghaladja
az egyensúlyi állapotban várható értéket (26. ábra).
Az alkalmazott megközelítés korlátai
Annak ellenére, hogy az állapottér kis mérete nagyszámú szekvencia vizsgálatát teszi leheto˝-
vé a HP négyzetrácsmodell esetében, kevés az olyan szekvencia, amely egyedi alapállapottal
rendelkezik. További nehézség, hogy egzakt számítások csak nagyon limitált lánchosszúságra
végezheto˝k két láncból álló rendszerek esetén. Az egyszeru˝ségébo˝l kifolyólag az alkalmazott
modell kevéssé reális. A modellrendszerek energiafelszínei rendkívül durvák, ami szintén eltér
a valós fehérjék és realisztikusabb modellek viselkedéséto˝l.
A felsorolt hátrányai ellenére érdemes ilyen egyszeru˝sített modelleket alkalmazni, mert az-
által, hogy egzakt számítások végezheto˝k, a kapott eredmények statisztikus fizikailag korrektek,
és általános következtetések levonására alkalmasak. Az alkalmazott modell további elo˝nye, hogy
nem alkalmaz olyan egyszeru˝sítéseket, mint pl. a Go¯-modell, és leheto˝vé teszi két rendezetlen
lánc köto˝dés során végbemeno˝ kölcsönös felgombolyodásának vizsgálatát
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Összefoglalás
Ismert jelenség, hogy bizonyos rendezetlen peptidláncok biológiai partnerükhöz való köto˝dés
során rendezett szerkezetet vesznek föl. Az is ismert, hogy bizonyos rendezetlen peptidek rende-
zett homodimereket képeznek. A folyamat elméleti leírása az állapottér nagy mérete miatt nehéz.
Történtek kísérletek rendezetlen peptidek homodimerképzésének számítógépes vizsgálatára, de
a vizsgálatokat ún. szerkezet alapú modelleken végezték, amelyek a natív állapotra vonatkozó
külso˝ információt vittek be a mintavételezési folyamat befolyásolására. Bizonyos egyszeru˝síté-
seket tettem abból a célból, hogy a folyamat egzakt leírását adhassam legalább rövid láncokra,
ügyelve arra, hogy az általam alkalmazott egyszeru˝sített modellek viselkedését semmilyen, a na-
tív állapotra vonatkozó, kívülro˝l bevitt információ ne befolyásolja.
• Mivel az állapottér nagy méretéért tekintélyes részben a két lánc lehetséges relatív pozíci-
óinak nagy száma felelo˝s, ezért számuk csökkentésével az állapottér méretének nagymér-
téku˝ redukciója érheto˝ el. Feltételeztem egyrészt, hogy a diffúziós és rotációs mozgások
sebessége lényegesen meghaladja a láncok konformációs átalakulásainak sebességét, más-
részt, hogy az egy konformációpárhoz tartozó asszociált állapotok közül csak a legalacso-
nyabb energiájú állapot populált szignifikánsan. A két feltételezés alapján egy kétrétegu˝
hálózatmodellt definiáltam, amely leheto˝vé tette l = 8 lánchosszúságig egzakt számítások
végzését.
• A köto˝déshez kapcsolt konformációváltozás leírására alkalmazott modellek (indukált il-
leszkedés, konformációkiválasztás) egyetlen lánc rendezo˝désének, ill. konformációválto-
zásának leírására alkalmasak. Két flexibilis lánc esetén a folyamat során mindkét lánc
konformációs állapotát tekintetbe kell venni. Úgy bo˝vítettem ki tehát a hagyományos fo-
galomkészletet, hogy az mindkét lánc felgombolyodása és a köztük végbemeno˝ köto˝dés
ido˝beli viszonyainak leírására alkalmas legyen. A kibo˝vített fogalomkészlet szerinti le-
írásmód alapja a két lánc felgombolyodottsági állapota az asszociáció pillanatában. Ha
mindkét lánc denaturált állapotban van a köto˝dés pillanatában, indukált felgombolyodás-
ról beszélünk, ha csak az egyik, a dimerképzo˝dés mechanizmusa konformációkiválasztás,
míg ha mindkét lánc natív állapotban van, akkor a dimerképzo˝dés merev dokkolással tör-
ténik.
• A kétrétegu˝ hálózaton végzett szimulációk és egyensúlyi valamint steady-state állapot-
ban, az átmenetiútvonal-elmélet segítségével megvizsgáltam, hogy az egyes mechanizmu-
sok milyen szerepet játszanak a különbözo˝ szekvenciájú láncok dimerképzo˝désében. Mind
a szimulációk, mind az átmenetiútvonal-elmélet alapján számított fluxusok azt mutatták,
hogy minden szekvenciánál mindhárom mechanizmus szerepet kap, de különbözo˝ mér-
tékben. A domináns mechanizmus ido˝ben is változhat. Általánosságban elmondható, hogy
azoknál a szekvenciáknál, ahol a monomer szabad állapotban stabilis, a merev dokkolás
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vagy a konformációkiválasztás dominál, míg azoknál a szekvenciáknál, ahol a monomer
nem stabilis, inkább az indukált felgombolyodás a jellemzo˝ mechanizmus.
• Homodimerek esetén a dimert alkotó két lánc szekvenciája azonos. Azt várjuk tehát, hogy
a két lánc a dimerképzo˝dés során is szimmetrikusan fog viselkedni. Az általam vizsgált
szekvenciák legnagyobb részének dimer alapállapota szimmetrikus volt, azaz a két lánc
konformációja megegyezett a natív állapotban. A szimmetrikus alapállapotú szekvenciák
esetében is a két lánc viselkedésében a dimerképzo˝dés során különbség volt. A monomerek
konformációi között definiált távolság segítségével a kétrétegu˝ modellen végzett szimulá-
ciók során nyomon követtem az adott ido˝pontra jellemzo˝ asszimetriát. A várakozásokkal
ellentétben bizonyos mértéku˝ aszimmetria mindegyik szekvenciára jellemzo˝ volt, de egyes
szekvenciák jelento˝s aszimmetriát mutattak a dimerképzo˝dési folyamat kezdetén.
• A munka fontos tanulsága volt, hogy a hagyományos kinetikai leírásmód csak akkor al-
kalmazható a vizsgált rendszerre, ha a kinetikai leírásban definiált állapotok a rendszer-
nek valódi metastabilis állapotai. Ha az állapotok a rendszernek nem valódi metastabilis
állapotai, akkor a sebességi együtthatók nem függetlenek a pillanatnyi állapottól, amit
a hagyományos leírásmód egyébként feltételez. Nem valódi metastabilis állapotok esetén
a sebességi együtthatók ido˝beli változatlansága úgy biztosítható, ha a rendszert valamilyen
steady-state állapotban vizsgáljuk. Az átmeneti mátrix spektrális elemzésének segítségé-
vel feltártam az állapothálózat belso˝ kinetikai szerkezetét, és azt találtam, hogy az általam
vizsgált rendszerek állapottere nem osztható kisszámú metastabilis állapotra, hanem nagy-
számú lokális szabadenergiaminimummal rendelkezik, amelyek nem feleltetheto˝k meg az
általam elo˝re definiált mezoállapotoknak. Az elo˝re definiált mezoállapotokra felírt kineti-
kai séma tehát csak egyensúlyi vagy steady-state állapotban érvényes.
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